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UTICAJ STABILNOG VIRUSOLOSKOG ODGOVORA NA TOK I ISHOD BOLESTI KOD
PACIJENATA SA TESKOM FIBROZOM ILI CIROZOM JETRE UZROKOVANOM
HRONICNOM HEPATITIS C VIRUSNOM INFEKCIJOM

SAZETAK

UVOD: Hepatitis C virus (HCV) je, globalno posmatrano, najces¢i uzro¢nik hroni¢nog virusnog
hepatitisa sa dugogodi$njim progresivnim tokom, varijabilnom klinickom slikom 1 cesto
nepredvidivim ishodom. Nasa drzava spada u grupu zemalja sa intermedijernom zastupljenosc¢u
HCV infekcije, tj. prevalencijom od 0,19% medu dobrovoljnim davaocima krvi i procenjenom
prevalencijom od 1,13% na nivou Srbije. U naSoj zemlji postoji viSedecenijsko iskustvo u
dijagnostici i leCenju pacijenata sa HCV infekcijom, ali osim klini¢kih opservacija, nema
objavljenih podataka o dugoro¢nom ishodu kod ovih pacijenata. U terapijskom i prognostickom
smislu najzahtevniju grupu predstavljaju pacijenti kod kojih se HCV infekcija otkrije u fazi
uznapredovalog oSteCenja jetre (fibroze ili ciroze), najces¢e zbog viSedecenijskog
asimptomatskog toka bolesti, ali i zbog neadekvatnih mera skrininga, posebno u populacijama
pod povecanim rizikom. U ovoj grupi pacijenata, ¢ak i nakon terapijskog uspeha i postizanja
nedetektibilne viremije (bez obzira na vrstu koris¢enog terapijskog protokola), postoji rizik od
nastanka nepovoljnih ishoda-uklju¢ujuéi virusoloski i biohemijski relaps, dekompenzaciju jetre i
pojave hepatocelularnog karcinoma (HCC). Visedecenijsko iskustvo u primeni kombinovane
antivirusne terapije pegilovanim interferonom (PEG-IFN) i ribavirinom je pokazalo da postizanje
stabilnog virusoloskog odgovora (SVR) znacajno redukuje morbiditet i mortalitet u grupi
pacijenata sa teSkim preterapijskim oSte¢enjem jetre. Pored toga, klini¢ke opservacije i literaturni
podaci stranih autora govore u prilog potrebi za nastavkom pracenja ove grupe pacijenata i
redovnim skriningom na HCC, ¢ak 1 u slucaju odrZzavanja nedetektibilne viremije i/ili regresije
fibroze. Multikauzalna priroda, individualan tok bolesti i ¢esto nepredvidiv dugoroc¢ni ishod u
0VOj grupi pacijenata, ¢ak i nakon trajne supresije viremije, a u odsustvu preporuka o duzini
pracenja i bilo kakvih publikovanih podataka u naSoj zemlji, predmet su posebnog interesovanja

autora i ove studije.



CILJ: Glavni cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita pouzdanost SVR, kao prediktora
uspesnosti terapije i njegovog uticaja na tok i ishod hroni¢ne hepatitis C virusne infekcije, kod
pacijenata sa preterapijskim teSkim oStecenjem jetre. Posebno su analizirani prediktori
efikasnosti kombinovane antivirusne terapije, kao i1 razli€itih dugoro¢nih ishoda-ukljucujuéi
pojavu kasnog virusoloskog 1 biohemijskog relapsa, progresije fibroze, nepovoljnih klinickih

ishoda i smrtnog ishoda.

BOLESNICI | METODE: Istrazivanje je sprovedeno u formi prospektivne opservacione
kohortne studije 325 pacijenata sa hronicnom HCV infekcijom i preterapijskom teskom fibrozom
ili cirozom jetre, koji su leceni standardizovanim protokolom PEG-IFN i ribavirinom u periodu
od 1. januara 2003. do 1. novembra 2011. godine. na odeljenju hepatologije 1l Klinike za
infektivne 1 tropske bolesti u Beogradu, Klinickog Centra Srbije. Nakon zavrSetka terapije,
pacijenti su pra¢eni ambulantno u ovoj ustanovi, a kraj perioda pracenja je bio decembar
2015.godine, smrtni ishod ili datum poslednjeg kontrolnog pregleda na koji se pacijent odazvao.
Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u ovu studiju su bili: potvrdena hroni¢na hepatitis C
virusna infekcija uz poviSene vrednosti enzima jetre, starost od 18 do 65 godina, preterapijski
nalaz teske fibroze i ciroze (METAVIR>F2), kompletno sprovodenje protokola kombinovane

antivirusne terapije PEG-IFN i ribavirinom uz saglasnost o u¢es¢u u ovoj studiji.

REZULTATI: U ispitivanoj grupi pacijenata sa preterapijskom teSkom fibrozom 1 cirozom,
ukupna stopa SVR je bila izuzetno visoka, i iznosila je 64,3% (nezavisno od genotipa). SVR je
postignut kod 54,5% pacijenata sa genotip 1 (G1) HCV infekcijom i 80% sa non-G1 HCV
infekcijom (p<0,001), kao i kod 53,6% pacijenata sa preterapijskom cirozom. Prediktori
postizanja SVR su bili; nedetektibilna viremija na kraju terapije-end treatment response-ETR
(OR=7,235; 95%CI=3,480-15,042; p<0,001), mlada dob tj. starost<40 godina (OR=3,357,
95%CI=1,536-7,334; p=0,002), infekcija non-G1 HCV (OR=3,005; 95%CI=1,601-5,640;
p=0,001) i odsustvo ciroze tj. nizi METAVIR skor F2-F3 (OR=1,795; 95%CI=1,010-3,191;
p=0,046). Tokom perioda praCenja u grupi pacijenata sa postignutim SVR, zabelezZena je
detektibilna viremija kod 14 pacijenata (6,7%), koji su smatrani kasnim relapserima. Medu
kasnim relapserima najzastupljeniji su bili pacijenti sa preterapijskom cirozom, visokom
bazalnom viremijom >800 000 I1U/ml i nepovoljnim genotipom 1L28B TTrs12979860. Jedini

preterapijski faktor, koji je na nivou statisticke znacajnosti, imao negativnu korelaciju sa rizikom



od pojave kasnog virusoloskog relapsa, je bio genotip CCrs12979860 (prisutan kod 82,1%
kasnih relapsera sa =-1.814, HR=0,520; 95%CI=0,278-0,979; p=0,013). Pacijenti sa kasnim
virusoloskim relapsom su ce$¢e imali i biohemijski relaps (57,1% vs.13,8% pacijenata sa
stabilnim SVR, p<0,0001), ali bez statisticki znacajne korelacije (OR=1,389 za 95%CI=0,367-
5,261; p=0,629). Procenjena progresija fibroze je dovedena u vezu sa prisustvom preterapijske
ciroze ($=0,826, HR 2,285 za 95%CI=1,323-3,947; p=0,003) i G1 HCV infekcijom ($=0,435,
HR=2,145; 95%CI=1,961-2,486; p=0,048). Nije pokazano da pojava kasnog virusoloskog ili
biohemijskog relapsa ima prediktorni znacaj, kada je re¢ o progresiji fibroze (p>0,05). Tokom
perioda pracenja, kod pacijenata koji su postigli SVR zabelezen je ukupno 21 nezeljeni klinicki
ishod, i to kod 13 pacijenata (6,2%), dok kod 196 pacijenata (93,8%) nije bilo nezeljenih
klini¢kih ishoda. Opservirani nezeljeni klini¢ki ishodi su bili dominantno pojava HCC (7
dogadaja, tj. tre¢ina nezeljenih ishoda), ali bez statisticki znacajne povezanosti sa virusoloskim
ishodom (p=0,414). Statisticki znacajni prediktori nastanka HCC bili su preterapijske vrednosti
a-fetoproteina- AFP (p=0,097, HR=1,101; 95%CI=1,043-1,163; p=0,001), porast AFP tokom
perioda pracenja  (B= 3,215, HR=24,901; 95%CI=2,966-209,057; p=0,003) i pojava
biohemijskog relapsa (p=1,649, HR=5,204; 95%CI=1,160-23,341; p=0,031). U celoj kohorti
pacijenata zabelezeno je ukupno 24/325 smrtnih ishoda (7,4%), od ¢ega je 79,2% bilo primarno
hepatoloskih uzroka smrti (p<0,001). Pacijenti sa terapijskim neuspehom su imali 3,3 puta veci
rizik od smrtnog ishoda u odnosu na pacijente sa postignutim SVR (HR=3,3, za 95%CI=1,396-
7,802; p=0,007). Takode je pokazano da su prediktori smrtnog ishoda u celoj kohorti bili, pored
terapijskog neuspeha, starost preko 40 godina (B=2,947, HR=0,053; 95%CI=0,004-0,648;
p=0,043), komorbiditeti (p=0,824; HR=2,279; 95%CI=1,011-5,144; p=0,047), preterapijska
trombocitopenija (p=1,589, HR=0,204; 95%CI1=0,047-0,897; p=0,035) i povisene vrednosti AFP
(B=0,052, HR=1,054; 95%CI=1,001-1,109; p=0,045). U predikciji smrtnog ishoda pacijenata sa
postignutim SVR, znacajnu ulogu su imali pojava biohemijskog relapsa (3=2,112, HR=8,266 za
95%CI1=2,062-33,131; p=0,003), pojava nezeljenih klinickih ishoda ($=3,487, HR=32,704,
95%CI1=6,710-159,385; p<0,0001), dijagnoza HCC (p=2,685, HR=14,655; 95%CIl= 3,896-
55,127, p<0,0001) i porast vrednosti AFP (Bp=3,354, HR=28,618; 95%CI1=3,417-239,697,
p=0,002). Nije pokazan prediktivni znacaj pojave kasnog virusoloskog relapsa, niti progresije

fibroze sa smrtnim ishodom (p>0,05).



ZAKLJUCAK: Postignut SVR i nakon dugogodiinjeg pradenja predstavlja pouzdan
laboratorijski marker terapijskog uspeha tj. uspesne eliminacije HCV infekcije, koji je doveden u
vezu sa redukcijom nezeljenih klinickih ishoda i smanjenjem mortaliteta. Kasni virusoloski
relaps je redak dogadaj, Ciji je nezavisni prediktor non-CC genotip IL28B. Zbog postojanja
rizika od nastanka nezeljenih klinickih ishoda 1 moguénosti dalje redukcije mortaliteta u slucaju
pravovremene dijagnostike HCC, opravdano je dugoro¢no pracenje pacijenata sa teSkom

fibrozom i cirozom i nakon postignutog SVR i uprkos dugogodisnjem odrzavanju nedetektibilne
viremije.

Kljuéne reéi: stabilan virusoloski odgovor, kasni virusoloski relaps, klini¢ki ishod,

hepatocelularni karcinom
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IMPACT OF SUSTAINED VIROLOGICAL RESPONSE ON THE OUTCOME AND
PROGNOSIS IN PATIENTS WITH SEVERE FIBROSIS AND CIRRHOSIS CAUSED BY
CHRONIC HEPATITIS C INFECTION

SUMMARY

INTRODUCTION: Hepatitis C virus (HCV) is the most common worldwide cause of chronic
viral hepatitis with a long-term progression, variable clinical presentation and outcome. Serbia is
a country with an intermediary prevalence of HCV infection, estimated around 0,19% among
blood donors and aproximately 1,13% in the general population of Serbia. In spite of two
decades of diagnostic and therapeutic experiences with clinical observances, there are no
published data concerning long-term prognosis and outcome in these patients. Patients with
baseline liver fibrosis and cirrhosis present the most challenging group of patients, and are
mostly underdiagnosed due to the asymptomatic nature of the disease and insufficient screening,
especially in certain groups of patients. In this particular group, even after treatment success and
HCV supression, remains a risk of unfavourable outcomes including virological and biochemical
relapse, adverse clinical outcomes and hepatocellular carcinoma (HCC). Although sustained
virological response (SVR) undoubtedly reduces liver-related morbidity and mortality in patients
with severe baseline liver damage, clinical observance and published data show that these
patients need continuous monitoring and HCC screening in spite of HCV supression and/or
fibrosis regression.

AIM: Main purpose of this study was to examine reliability and durability of SVR, as a predictor
of treatment success and long-term outcome in patients with HCV related severe baseline liver

injury.

PATIENTS AND METHODS: A cohort study included 325 patients with HCV related severe
baseline liver injury, who completed treatment protocol with pegylated interferon and ribavirin
from January 2003. until November 2011. at the Hepatology department of the Clinic for
Infectious And Tropical Diseases, Clinical Center of Serbia. After treatment completion, patients
were followed and endpoints were December 2015, death outcome or the date of the last check-

up. Inclusion criteria included: chronic hepatitis C infection with elevated liver enzymes, age



18-65 years, baseline severe fibrosis or cirrhosis (METAVIR>F2), a completion of treatment

protocol and informed consent.

RESULTS: Rate of SVR was exceptionally high in patients with severe baseline liver damage,
and was sustained in 64,3% (irrespective of HCV genotype); 54,5% in genotype 1 (G1)
infection, 80% in non-G1 infection. Also, SVR was achieved in 53,6% of patients with baseline
cirrhosis. Independent predictors of SVR included; end treatment responce-ETR (OR=7,235;
95%CI1=3,480-15,042; p<0,001), age<40 years (OR=3,357; 95%CI=1,536-7,334; p=0,002), non-
G1 HCV infection (OR=3,005; 95%CI=1,601-5,640; p=0,001) and lower METAVIR fibrosis
score F2-F3 (OR=1,795; 95%CI=1,010-3,191; p=0,046). During follow-up period, among
patients who achieved SVR, detectable viraemia was observed in 14 patients (6,7%), who were
considered late virological relapsers. Although among them patients with unfavourable 1L28B
TT rs12979860 genotype, baseline cirrhosis and high viraemia were predominant, the only
statisticaly significant negative predictor of late virological relapse was presence of
CCrs12979860 genotype (in 82,1% of late relapsers p=-1.814, HR=0,520; 95%CI1=0,278-
0,979;p=0,013). Biochemical relapse was more frequently observed in late relapsers (in 57,1% of
patients, compared to 13,8% of patients with stabile SVR, p<0,0001), but without a statisticaly
significant correlation (OR=1,389; 95%CI=0,367-5,261; p=0,629). Fibrosis progression
correlated with the presence of baseline cirrhosis ($=0,826; HR=2,285; 95%CI1=1,323-3,947,
p=0,003) and genotype 1 HCV infection ($=0,435; HR=2,145; 95%CI|=1,961-2,486; p=0,048).
Late virological relapse and biochemical relpse did not present significant predictors for fibrosis
progression (p>0,05). During follow-up period among patients with SVR, a total of 21 adverse
outcomes were noted in 13 patients (6,2%), predominantly HCC (7 events), although there was
no correlation with late virological relapse in these patients. Significant predictors of HCC
occurence were baseline a-fetoprotein (AFP) levels (=0,097, HR=1,101; 95%CI1=1,043-1,163;
p=0,001), elevation of AFP during follow-up period (p=3,215; HR=24,901; 95%CI=2,966-
209,057; p=0,003) and biochemical relapse (B=1,649; HR=5,204; 95%CI=1,160-23,341,
p=0,031). During follow-up period a total of 24 death outcomes (7,4%) were observed, mostly
liver-related (79,2%). Patients with treatment failure had 3,3 times higher risk for death outcome,
compared to patients who achieved SVR (HR=3,3; 95%CI1=1,396-7,802; p=0,007). In the whole
study population, death outcome predictors were age>40 years (f=2,947; HR=0,053;
95%CI1=0,004-0,648; p=0,043), comorbidities (f=0,824; HR=2,279; 95%CI=1,011-5,144;



p=0,047), baseline thrombocytopenia (f=1,589; HR=0,204; 95%CI1=0,047-0,897; p=0,035) and
AFP levels (p=0,052; HR=1,054; 95%CI1=1,001-1,109; p=0,045). Among patients who achieved
SVR, significant mortality predictors were the occurence of biochemical relapse (f=2,112;
HR=8,26; 95%CI 2,062-33,131;p=0,003), unfavourable clinical events (=3,487; HR=32,704;
95%CI1=6,710-159,385; p<0,0001), diagnosis of HCC (B=2,685, HR=14,655; 95%CI=3,896-
55,127; p<0,0001) and elevation of AFP (p=3,354, HR=28,618; 95%CI|=3,417-239,697;
p=0,002). Late virological relapse and progression of fibrosis did not significantly affect
mortality in patients who achieved SVR (p>0,05).

CONCLUSIONS: SVR is a reliable and durable laboratory marker of treatment success and
HCV elimination, with a significant impact on clinical adverse events reduction and improved
survival. Late virological relapse is a rare event, with a non-CC genotype IL28B as an
independent predictor. Because of the risks of adverse clinical outcomes and possibility of
further mortality reduction, due to early HCC diagnosis, it is advisable to continue follow-up of
patients with severe baseline liver injury beyond achieving SVR and even after years of viral

supression.

Keywords: sustained virological response, late virological relapse, clinical outcome,
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UvoD

1.1.Virus hepatitisa C-biologija i klini¢ke implikacije

Istorijat otkri¢a hepatitis C virusa (HCV) i1 danas je poucan primer u medicini, da je
evolucija znanja u naSoj nauci ziv, neprekidan i nikada dovrSen proces. Nakon otkrica 1 izolacije
virusa hepatitisa A i B, etioloSki su razjaSnjeni mnogobrojni slu¢ajevi pacijenata sa akutno i
hroni¢no nastalim oSteCenjem jetre. Medutim i dalje je postojao veliki procenat pacijenata sa
akutnim i hroni¢nim hepatitisima, koji se nisu mogli svrstati u ove dve grupe (koji su
klasifikovani i praceni kao pacijenti sa non-A, non-B hepatitisom), naro¢ito medu osobama koje
su primale transfuzije (,,posttransfuzijski hepatitisi“). Tek je 1989. godine Kkloniran i
sekvencioniran novi virus u biotehnoloskoj kompaniji Chiron u Kaliforniji u saradnji sa Centrom
za kontrolu i prevenciju bolesti (Centers for Disease Control and Prevention-CDC), koji je
imenovan kao hepatitis C virus (HCV) [1]. Ovo epohalno otkri¢e novog virusa, za koji ¢e se
uskoro pokazati da je najcesc¢i izaziva¢ hroni¢nog virusnog hepatitisa i komplikacija, kao $to su
ciroza i hepatocelularni karcinom, omogucilo je u prvih nekoliko godina (u preterapijskoj eri)
brzu proizvodnju komercijalnih testova za skrining krvnih derivata. Na taj nacin je HCV
eliminisan u doniranim pulovima krvi, §to je omogucdilo da se spreci Sirenje HCV infekcije u
grupi primalaca krvnih derivata i efektivno onemoguci bar jedan nacin transmisije ovog

patogena.

Dalja molekularna ispitivanja i kompletno sekvencioniranje genoma HCV je omogucilo
bolje razumevanje patofiziologije ovog patogena i otkrivanje razliCitih genotipova, koji su
objasnili i razlike u klini¢kim manifestacijama-toku bolesti i terapijskom odgovoru (u terapijskoj
eri). Filogenetske analize su takode potvrdile Cinjenicu da je ovaj patogen bio prisutan i
cirkulisao u proteklin nekoliko stotina godina u ljudskoj populaciji [2]. Ipak, sa sigurnoéu se
moze prouCavati tek od XX veka, kada i1 dolazi do njegove ekspanzije u epidemijskim
razmerama, pri ¢emu se smatra da su najverovatniji izvori infekcije poreklom iz subsaharske
Afrike i severoistotne Azije, gde se ujedno registruje i najveci stepen genetske heterogenosti
HCV [2].



HCV je ¢lan familije Flaviviridae (rod hepacivirus) u kome su zastupljeni dominantno
vektorski-prenosivi humani patogeni (zika, izaziva¢i groznice West Nile, Zute groznice, denge,
japanskog encefalitisa). HCV je patogen samo za ¢oveka i Simpanze, a svi genotipovi virusa su,

uprkos razlikama u sekvencama nukleotida, hepatotropni i patogeni [3].

Re¢ je 0 malom RNK virusu (oko 55 nm), koji sadrzi jednolanc¢anu pozitivno polarisanu

RNK, duzine oko 9600 nukleotida, obavijenu dvostrukim (proteinskim i lipidnim) omotacem [3].

Virusna RNK se sastoji od tri razli¢ita regiona-dva kratka nekodiraju¢a (5’UTR-
untranslated region i 3’UTR, Kkoji su znacajni u procesu translacije) i region koji kodira

proteine—open reading frame (ORF), koji se sastoji od preko 9000 neukleotida ( Slika 1.) [3,4].

HCV RNK ‘
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Slika 1. Struktura HCV RNK-ukljucuju¢i nekodirajuce regione (5’UTR i 3’UTR) i kodirajuce
regione (ORF) sa proteinima (preuzeto iz: Nouroz F, Nouroz S, Shaheen G, Mujtaba G, Mujtaba
S. An overview on hepatitis C virus genotypes and its control. Egypt J Med Hum Genet. 2015;
85:291-298. [4])



Iako je Citav genom varijabilan, najvarijabilniji segment kodira proteine virusnog
omotaca (E1,E2). Najmanju varijabilnost ima 5’UTR region-koji se Kkoristi za detekciju HCV
genoma, bez obzira na genotip virusa. Deo ORF, koji se nastavlja na 5’UTR, kodira strukturne

proteine (C protein, E1, E2).

Strukturni proteini-C (core) je virusni kapsidni protein, ¢ija je uloga dovedena u vezu sa
karcinogenezom i steatozom kod hroni¢ne hepatitis C virusne infekcije (HHC), dok su E1 i E2
glikoproteini virusnog omotaca znacajni U procesu ulaska HCV u ¢eliju i perzistencije infekcije
[3,5]. Upravo se u okviru E2 segmenta nalaze dva hipervarijabilna regiona (Hyper variable
regions-HVR1 i HVR2) sa visokim procentom mutacija (i do 80% razlika u sekvencama
aminokiselina izmedu razlicitih viriona), $to ih ¢ini nepovoljnim antigenima za detekciju antitela
u okviru seroloskih testova i u direktnoj vezi sa perzistencijom virusa [3,5]. U nastavku 3’UTR
kodiraju se nestrukturni proteini (NS1, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), koji imaju
viSestruke uloge u replikciji RNK (od NS3-NS5B), ukljucuju¢i uloge enzima-proteaza
(metaloproteaza NS2, serinska proteaza i RNK helikaza- NS3) i kofaktora proteaza (NS4) [5].

Poznavanje raznolikosti gena HCV RNK ima i veliki prakti¢ni znacaj, posebno kada su u
pitanju geni za kodiranje nestrukturnih proteina (prvenstveno NS3 proteaze, NS5A proteina i
NS5B polimeraze), s obzirom na veliki broj studija koje su pokazale povezanost njihovih
mutacija sa terapijskim ishodom (prvenstveno pojavom odsustva responzivnosti na interferon, ali

i uticaja na ishod lecenja terapijskim protokolima bez interferona).

Nedvosmisleno je pokazano da mutacije NS5A regiona predstavljaju nezavisni prediktor
stabilnog virusoloSkog odgovora eng. sustained virologic response (SVR) kod pacijenata le¢enih
interferonom, ali i direktno deluju¢im antivirusnim lekovima (Direct Acting Antivirals-DAA)
[6]. Zato je poznavanje genoma HCV od velikog znacaja, kako u bazi¢nim medicinskim
naukama, proucavanju porekla i epidemiologije, patogeneze, ali i u klini¢koj svakodnevnici-

narocito pitanju perzistencije HCV infekcije i pojave rezistencije na antivirusne lekove.

Proucavanje replikacije HCV, a samim time i patogeneze infekcije, je veoma dugo bilo
otezano zbog nemogucnosti replikacije virusa u ¢elijskim kulturama (tek od 2006. godine su

pronadene odgovarajuce kulture in vitro) i nedostatka zivotinjskih modela za proucavanje



patogeneze (humani patogen, mada su zabelezeni uspesni ogledi in vivo infekcije Simpanzi i

himeri¢nih UPA-SCID miseva sa transplantiranim humanim hepatocitima) [7,8].

Prvi 1 klju¢ni korak predstavlja vezivanje za jedan ili vise receptora na povrsini celije
domacina, potom endocitoza, a fuzijom omotaca viriona sa ¢elijskom membranom unosi Se
virusni nukleokapsid u citoplazmu inficirane ¢elije. Nakon toga se u citoplazmi odigrava

translacija virusnog genoma, kao i proizvodnja strukturnih i nestrukturnih proteina.

Neki od mnogobrojnih do sada otkrivenih receptora za HCV su CD81, scavanger
receptor Bl (SR-BI), dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing
nonintegrin (DC-SIGN), liver/lymph node-specific intercellular adhesion molecule-3 (L-SIGN),
low-density lipoprotein receptor (LDL-R), klaudin 1 i okludin [9].

U klini¢kom smislu, poznavanje receptora za vezivanje i ulazak HCV u ¢eliju domacina,
objasnjava selektivnost na nivou ¢elije (hepatotropizam) i selektivnosti na nivou vrste domacina.
Treba napomenuti da odredeni receptivni faktori (ukljucujuéi i same receptore) za ulazak HCV
postoje i u drugim esktrahepati¢nim tkivima. Medutim, neadekvatna ekspresija i/ili lokalizacija
receptora u kombinaciji sa neodgovaraju¢im intracelijskim uslovima ipak onemogucavaju ulazak

I in vivo replikaciju HCV u drugim ¢elijama [10].

U klinickoj praksi se vidaju i mnogobrojne ekstrahepaticke manifestacije HHC-
ukljucujuéi vaskulitise, neuropsihijatrijske I limfoproliferativne poremecaje [11-13]. Pokazano je
da HCV in vitro moze da ude u ¢elije humanog perifernog neuroblastoma (SKNMC linija) i
epitelioma, Celijske kulture adenokarcinoma (Caco-2), a virusna RNK je izolovana u

limfocitima, monocitima i dendriti¢nim ¢elijama [14-17].

Medutim uprkos ovim bazi¢nim molekularnim otkri¢ima, koja su u Kkorelaciji sa
klinickim opservacijama, mnogi autori smatraju ovu temu kontroverznom, zbog CcCestih
kontaminacija obdukcionih nalaza (pogotovo kada je u pitanju centralni nervi sistem) i
nedostatka direktnih dokaza aktivne replikacije HCV RNK. Sli¢ni kontradiktorni dokazi postoje i
kada je u pitanju hematopoetski sistem, jer je pokazano da HCV iz ¢elijskih kultura moze da

adherira, ali ne i da ude u bilo koju mononuklearnu ¢eliju krvi [10,18].



Replikacija virusnog genoma se deSava u citoplazmi, preko intermedijerne sinteze
negativno polarisane RNK, a progenotori viriona se potom formiraju u citoplazmatskim
vezikulama, koje posle procesa maturacije, napustaju pupljenjem i egzocitozom c¢eliju domaéina

[9].

Kako nema replikacije preko intermedijerne DNK, nema ni inkorporacije virusne
nukleinske kiseline u genetski materijal domacina, $to predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
patogenezu virusa humane imunodeficijencije (HIV). U procesu replikacije, pokazano je da
veliki znacaj imaju i faktori domacina- kao $to je sinteza lipoproteina domacina neophodna za
proizvodnju infektivnih viriona- ciklofilin A i mikro RNK- 122-u, interakciji sa regionima
virusne RNK. Zbog toga je jedna od strategija pronalaska novih antivirusnih lekova imala za cilj

i da inhibira ciklosporin A i mikro RNK-122 u cilju onemoguéavanja virusne replikacije [3,19].

1.2.Varijabilnost HCV-mehanizmi i posledice

Velika genetska varijabilnost HCV je posledica dva glavna mehanizma-nedostatka
reparacije od strane RNK zavisne RNK polimeraze i velikog stepena virusne replikacije [20].
Defektna reparaciona sposobnost RNK polimeraze tokom transkripcije dovodi do zamene
nukleotida uz izostanak aktivnosti 5’ do 3’ egzonukleaze, koja bi korigovala nastale greske [20].
HCV ima jedan od najvecih stepena mutacija (procenjena srednja frekvencija 10° baznih

supstitucija po nukleotidu godi$nje) medu svim RNK virusima, ukljuc¢ujuéi 1 HIV.

Pored toga, veoma intenzivna replikacija, sa virusnim poluzivotom od par sati (uz
produkciju i klirens od oko 10*? viriona dnevno), u kombinaciji sa ve¢ pomenutom defektnom
reparacijom ima posledi¢nu akumulaciju mutacija u okviru jednog domacina i pojavu velikog

broja tzv. kvazispecijesa virusa [21-23].

Mutacije, koje se akumuliraju tokom replikacije, mogu biti ,,neme* (supstitucija
nukleotida bez uticaja na redosled aminokiselina i strukturu virusnog proteina) i nesinonimne
(koje rezultiraju izmenama u strukturi proteina ili ponekad ¢ak i letalne —sa posledicnom

proizvodnjom defektnog viriona) [20].



Prilikom analize genoma HCV (Slika 1.), ve¢ je pomenuto da su najstabilniji i najmanje
varijabilni regioni 5’UTR (genetsko preklapanje razlicitih specijesa i do 90%), 3 UTR i region
koji kodira nukleokapsid (genetsko preklapanje 81-88% sekvenci), a najvarijabilniji regioni koji
kodiraju proteine omotaca E1 and E2 (razlike u sekvencama hipervarijabilnih regiona E2 i preko

50%) [3-5].

fitnes) je uzrokovala dva fenomena sa velikim znaCajem u klinickoj praksi- pojavom vec
pomenutih kvazispecijesa tj. razli¢itih populacija virusa u okviru jednog domacina, kao i
pojavom selektovanih varijanti virusa (virusni genotipovi) u odredenim geografski ili

epidemioloski definisanim populacijama.

Klini¢ki znacaj kvazispecijesa je viSestruk u patogenezi HCV infekcije. Prisustvo
varijabilnih tipova virusa omogucava perzistenciju i hronicitet infekcije mehanizmima
imunoloskog izbegavanja. Takode je pokazano, da je prisustvo kvazispecijesa u vezi sa
nastankom rezistencije na antivirusne lekove i da za sada onemogucava pronalazak efikasne
vakcine [5,24].

Pracenje evolucije HCV genotipova nam daje visestruke dragocene informacije o
poreklu, promenama koje je ovaj virus dozivljavao i o putevima transmisije infekcije.
Genotipizacija virusa je danas jedan od prvih koraka u dijagnostici HCV infekcije, koja
opredeljuje vrstu i duzinu trajanja terapijskog protokola i predstavlja prediktor terapijske
efikasnosti [5]. Sekvencioniranjem razli¢itih izolata HCV, Sirom sveta je identifikovano 7
glavnih genotipova (razlike u redosledu nukleotida medu genotipovima se kre¢u od 31%-34%, a
u redosledu aminokiselina od oko 30%) i veliki broj subgenotipova (vise od 74, koji se razlikuju
po redosledu nukleotida od 20%-23%) [5].

Globalna distribucija genotipova (Slika 2.) HCV ima veliki epidemioloski znacaj, jer je
specificna za odredene populacije, u zavisnosti od geografske distribucije i dominantnog nacina

prenosa, §to omogucéava uvid u pracenje porekla i na¢ina Sirenja infekcije [5].



13, 1b, 2a, 3 “’m o 1b, 13, 22, 3a
a, 23,
2b, 3a 2b, 2¢, 3a,
q

53 12, 3a 1b, 2 1b,2
4

33,1b 6 6

1b, 1a,
2b, 3a

13, 1b, 3a
Sa

Slika 2. Globalna distribucija HCV genotipova (preuzeto iz: Taherkhani R, Farshadpour F.
Global Elimination of Hepatitis C Virus Infection: Progresses and the Remaining Challenges.
World J Hepatol. 2017; 9(33):1239-1252 [25])

Sirom sveta najées¢e su zastupljeni tzv. epidemijski subtipovi (genotipovi la, 1b, 2a, i
3a), prevalentni u razvijenim zemljama, koji su uneti u populaciju i raSireni posredstvom
transfuzija kontaminiranih krvnih produkata i upotrebom injekcionih narkotika [26-28]. Genotip
1 je globalno najzastupljeniji, sa prevalencijom subtipa la u Evropi i Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (SAD) i Australiji, dok je u Japanu subtip 1b prisutan ¢ak kod 73% obolelih [29-31].
Genotip 2 ima veliku globalnu zastupljenost u slicnim regijama, kao i genotip 1. Medu mladim
pacijentima, a naro¢ito u populaciji intravenskih korisnika narkotika (persons who inject drugs-
PWID) najzastupljeniji je genotip 3 [31,32]. Genotip 4 je dominantan u zemljama severne i
centralne Afrike, dok su genotipovi 5 i 6 (tzv. endemski genotipovi) lokalno distribuirani (Juzna
Afrika 1 Hong Kong). Svojevremeno veliki diskurs je voden oko klasifikacije dodatnih
genotipova HCV Kkoji su otkriveni u drugim delovima sveta, ali su naknadno novopredlozeni
genotipovi od 7-11 razvrstani u 7 osnovnih genotipova [33]. Kod odredenog broja pacijenata
vida se kombinacija viSe genotipova (tzv. meSoviti genotipovi), sa varijabilnom zastupljenosc¢u

od 5%-25,3% i visokom prevalencijom u populaciji PWID [34-36].



U klini¢koj praksi, pravilna identifikacija genotipa je, kao Sto je ve¢ pomenuto, jedna od
osnovnih dijagnosti¢kih koraka u evaluaciji HCV infekcije. Kod terapijski naivnih pacijenata,
genotip predstavlja znacajan prediktor prirodnog toka infekcije i brzine napredovanja bolesti. U
terapijskom smislu, genotipizacija je kljucna za odabir vrste i duzine primene antivirusne
terapije, sa znacajnim efektom na ishod leCenja. Poseban problem predstavlja leCenje pacijenata,
kod kojih genotipizacijom nije identifikovana infekcija meSovitim genotipom, zbog primene

neodgovarajuéeg protokola i pojave ¢estog virusoloskog relapsa [36].

U naSoj zemlji postoji ograni¢en broj populacionih studija koje su na veéim uzorcima
ispitivale zastupljenost genotipova HCV. U seriji od 416 pacijenata leCenih u tercijernoj
zdravstvenoj ustanovi od HHC, pokazano je da je najzastupljeniji HCV genotip 1 (63%), sa
znatno manjom prevalencijom ostalih genotipova (genotip 3 kod 19,7%, genotip 2 kod 6,7% i
genotip 4 kod 4,6% pacijenata). MeSovita infekcija sa dva ili tri genotipa je pokazana kod 6%
pacijenata [5].

1.3. Epidemiologija HCV infekcije na globalnom i lokalnom nivou

1.3.1 Prevalencija- Evropa i nase okruzZenje

Prema izvestaju Svetske Zdravstvene Organizacije (World Health Organization- WHO),
2015. godine je bilo oko 71 milion osoba inficiranih HCV, sa globalnom prevalencijom od oko
1% [37]. Najveca prevalencija HCV je zabelezena u regiji Isto¢nog Mediterana (2,3%) i na nivou
Citave Evrope (1,5%). Kada su u pitanju osobe sa HIV infekcijom, kod oko 2,3 miliona (od
ukupno procenjenih 36,7 miliona) je detektovano prisustvo anti-HCV antitela tj. konstatovane su
seroloske naznake HCV infekcije [37].

Najvece procenjene prevalencije su uglavnom u zemljama Afrike i Azije ( Egipat ¢ak i do
22%, Pakistan 2,4-6,5%, Kina oko 3,2%, Indonezija 2,1%), pri ¢emu su u pitanju
seroprevalencije kod dobrovoljnih davalaca krvi, koje su samo aproksimacija realnog stanja u

opstoj populaciji [5,38].



U zemljama naSeg okruZenja, kao Sto su Bugarska, Bosna 1 Hercegovina, Hrvatska,

Makedonija, prevalencija HCV infekcije se kreée od 0,7 (Ceska) do 1,4% (Slovacka).

Procenjena prevalencija u Srbiji, prema Mitrovi¢u i saradnicima, je oko 1,13%, dok je
prevalencija anti-HCV pozitivnosti medu dobrovoljnim davaocima krvi 0,19%, $to nas svrstava
u grupu pomenutih zemalja, sa intermedijernom prevalencijom HCV infekcije [37-39]. Kada je
re¢ o isto¢noj Evropi i biv§im zemljama Sovjetskog Saveza, iako su podaci veoma nepouzdani,
procenjene prevalencije se kre¢u ¢ak i do 4,5% u Moldaviji, sa prevalencijom viremi¢nih od
skoro 70% [37].

Predominantan genotip u nasoj sredini i zemljama isto¢nog bloka, je genotip 1 (oko
70%), potom genotip 3 (izmedu 15-21%), dok su ostali genotipovi znatno rede zastupljeni [40].
Razlozi za ovako visoku prevalenciju u odnosu na zemlje zapadne Evrope i SAD, su
mnogobrojni, ali posto je veéinom re¢ o zemljama u razvoju, sa ogranicenom dostupno$éu
skrininga na HCV i primene antivirusne terapije, jasno je da je realna incidencija zapravo mnogo
visa od procenjene. U zemljama isto¢nog bloka, pored nepovoljnih migracijskih tokova,
C¢injenica je da postoji i ekstremna stigmatizacija u populaciji zatvorenika, PWID, komercijalnih
seksualnih radnika i homoseksualaca (men who have sex with men- MSM), a bez nacionalne
strategije za eliminaciju HCV infekcije. Nedostupnost anonimnog testiranja, programa zamene
sterilnih igala, supstitucione terapije, visoka prevalencija koinfekcije (hepatitis B virusna
infekcija-HBV i HIV) kao i nepovoljne socijalne okolnosti, omogucavaju da se fokus HCV
infekcije kontinuirano odrzava. Plan WHO za globalnu eliminaciju HCV infekcije do 2030.
godine upravo i podrazumeva aktivni skrining, ubrzanu i svima dostupnu djagnostiku i
sveobuhvatno le¢enje pacijenata sa HCV infekcijom, bez obzira na populacionu grupu [40].
Zapravo ova strategija definiSe eliminaciju, kao smanjenje broja de novo ste¢enih HCV infekcija
od bar 80%, uz redukciju HCV-izazvanog mortaliteta od bar 65%. Klini¢ka iskustva i
epidemiologija sasvim podrzavaju ovakvu moguénost, posebno u eri novih terapijskih protokola

(DAA), gde je uspesnost terapije i preko 95% [41].



1.3.2 Putevi transmisije HCV infekcije-rizici i trendovi

Dominantan nacin transmisije HCV infekcije je preko krvi i krvnih derivata osobe sa
detektibilnom viremijom, bez obzira da li je u pitanju akutna ili hroni¢tna HCV infekcija [5].
Rizik za infekciju je najveé¢i nakon uboda igle kontaminirane viremi¢nom krvlju i krec¢e se od 0-
10%, pri ¢emu na verovatnocu transmisije uti¢u i mnogi drugi faktori [42]. Poredenja radi, rizik
za HBV infekciju nakon slicnog dogadaja, a bez primene postekspozicione profilakse (PEP),
iznosi 6-30% [43]. Kljuéni faktori, koji utiCu na rizik od infekcije, su veli¢ina inokuluma, izgled
instrumenta tj. igle (najvecéi rizik je prilikom uboda iglom sa lumenom i iznosi oko 6,1%), broj
uboda (npr. u populaciji PWID rizik za infekciju raste za oko 10% godiSnje, zbog ,,staza i
repetitivnih inokulacija, velike prokuzenosti ¢itave populacije HCV infekcijom i ,,deljenja“
pribora), koinfekcije (HBV ili HIV) [5,44].

Iz svega navedenog, jasno je da je najveci rizik za HCV infekciju u grupi PWID, a rizik
se povecava sa boravkom u zatvoru, beskucni$tvom, koinfekcijama. Postoje mnogobrojne
procene o prevalenciji PWID u opstoj populaciji. U SAD se procenjuje da PWID ¢ine oko 2,6%
od ukupnog stanovnistva starijih od 13 godina u 2011. godini, sa prevalencijom HCV infekcije
od 126 na 100 000 PWID [45]. U Evropi je situacija sli¢na, pri ¢emu je studija Hahné i saradnika
(u koju su bili uklju¢eni aktivni PWID i osobe koje su nekada u Zivotu pripadale ovoj populaciji)
pokazala da je procenjena prevalencija u proseku 50 puta ve¢a kod PWID, u odnosu na opstu
populaciju [46]. Podaci EMCDDA (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction)
iz 13 zemalja Evrope, pokazuju prevalenciju anti-HCV antitela u populaciji PWID od 15% do
84%, od Cega je Sest zemalja imalo prevalenciju i preko 50% [47]. U nasoj zemlji procenjen broj
PWID iz 2017. godine je oko 20 500, uz aproksimativnu prevalenciju anti-HCV pozitivnih iz
2014. godine izmedu 60-80% (ukupno oko 14 000 osoba) [48,49]. Nazalost, ovako ozbiljnu i
nepovoljnu epidemiolosku situaciju dodatno komplikuje Cinjenica da u Srbiji ne postoje
programi zamene igala i Spriceva, kao i da su kod nas programi opioidne supstitucione terapije
(OST) sa veoma malim obuhvatom od svega 10% [48]. Ograni¢ena dostupnost testiranja i
savetovanja u specijalizovanim centrima, stigmatizacija, inkarceracija i koinfekcije, ¢ine ovu

grupu izuzetno vulnerabilnom u nasoj sredini.

Osim injekcione upotrebe, inhalaciona upotreba narkotika takode nosi rizik od HCV

infekcije, zbog ,,usmrkivanja“ narkotika zajedni¢kom cev¢icom ili savijenom novcanicom, preko
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oste¢ene nosne sluznice [50]. Sirom sveta prevalencija HCV infekcije kod korisnika inhalacionih
narkotika se krec¢e od 2% to 38%, pri ¢emu su podaci iz zemalja Juzne Amerike (inace svetskog
epicentra za uzgoj, proizvodnju i distribuciju kokaina) najimpresivniji [51-53]. U nekoliko
studija u Brazilu je procenjena prevalencija od 5,8% do 36,2% HCV infekcije uz predominaciju

genotipa 1, kod korisnika inhalacionih narkotika (uglavnom kokaina) [52].

Kada su u pitanju transfuzije kao rizik, restrospektivne studije iz 1960 tih i 1970 tih
godina su pokazale da je gotovo 25% primalaca derivata krvi u SAD inficirano HCV. Zbog toga
postoje preporuke za testiranje svih primalaca krvi (koji su primali derivate zaklju¢no sa 90tim
godinama) na HCV infekciju [53-55]. Na svu srecu transfuzije krvi i krvnih derivata (ukljucujuéi
i svezu smrznutu plazmu i Kkriporecipitat), su danas marginalizovan put transmisije HCV
infekcije, zahvaljujuci otkricu standardizovanih testova za skrining pulova krvi (seroloski testovi
su dostupni od 1990. godine) i implementaciji veoma striktnih metoda detekcije. Aktuelni rizik
od posttransfuzijske infekcije HCV u SAD je 1 u milion (0,0001%) transfuzijskih jedinica, sli¢no
kao i u ostalim razvijenim zemljama [55]. Najve¢i rizik za posttransfuzijsku HCV infekciju je u
grupi osoba sa hemofilijom, kod kojih se primenjuju i preparati dobijeni iz velikog broja krvnih
jedinica razli¢itih davalaca (faktori koagulacije VIII i 1X), pa je pre 90 tih godina HCV infekcija
(a Cesto 1 koinfekcije HBV 1 HIV) bile gotovo neizbezne u ovoj grupi. Zakljuéno sa 1993.
godinom, u registrima SAD je konstatovana prevalencija HCV infekcije od 89%, nakon upotrebe
kontaminiranih faktora koagulacije, kod bolesnika sa razli¢itim urodenim koagulopatijama [56].
Mnogobrojni domaci autori na nacionalnom nivou su davali razli¢ite procene prevalencije HCV
infekcije kod osoba sa hemofilijom i to od 38,7% pa do 68% [57-59]. Prema podacima
Nacionalnog Registra urodenih koagulopatija Republike Srbije, prevalencija HCV infekcije kod
pacijenata sa hemofilijama, koji su testirani na prisustvo anti-HCV antitela, iznosi 37,54% [60].
Medutim upotreba savremenih i sofisticiranih testova za detekciju HCV RNK, ali i promena
terapijskih protokola (upotreba rekombinantnih faktora koagulacije), su dramati¢no smanjili rizik
od HCV infekcije, zbog ¢ega u podacima pomenutog Nacionalnog Registra postoji samo jedna
osoba sa HCV infekcijom, mlada od 18 godina [60].

Posebna grupa osoba, kod kojih i dalje postoji izrazen rizik od HCV infekcije, su
pacijenti na hemodijalizi. Pre 90tih godina je rizik od HCV infekcije bio znacajno veci (narocito

pre pocetka primene rekombinantnog humanog eritropoetina), kada su cCesto ordinirane i
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kontaminirane transfuzije krvi, mada je prisustvo HCV RNK dokazano i na dijaliznoj membrani
i u ultrafiltratu, pa je zapravo re¢ o nozokomijalnoj infekciji [5]. Prevalencija HCV infekcije
varira u zavisnosti od autora, od 5%-60%, pri ¢emu je poslednjih godina upotreba
rekombinantnog eritropoetina dovela do znacajne redukcije rizika [61-64]. Opisan je trend pada
prevalencije u mnogim Evropskim centrima, npr. u Spaniji sa 24% tokom 1992. godine na 9,2%
u 2002. god., u Belgiji (13,5% u 1991. godini na 6,8% u 2000. godini), Francuskoj (redukcija sa
42% na 30%), Italiji (redukcija sa 27% na 16%) [64,65].

Rizik za vertikalnu transmisiju HCV infekcije se veoma razlikuje medu publikovanim
rezultatima, ali je u proseku procenjen na oko 2%, u zavisnosti od odredenih kofaktora (npr.
neprepoznata HIV koinfekcija povecava ovaj rizik na gotovo 45%) [66-68]. Najveca do sada
metaanaliza, koja je ukljucila oko 77 studija u periodu od 1992. do 2000. godine, pokazala je
rizik za vertikalnu HCV transmisiju od 1,7% [69]. Rezultati ove studije su jasno identifikovali
faktore rizika za vertikalnu transmisiju, kao S§to su koinfekcije (HBV i HIV), odredene
obstetricijske procedure (npr. amniocenteza) i prolongirana ruptura membrana tokom porodaja,

ali su nekonkluzivni po pitanju uticaja viremije, genotipa, nacina porodaja i dojenja [69].

Sto se ti¢e transmisije HCV seksualnim putem, postoje veoma kontradiktorni podaci
medu razli¢itim autorima, ali im je zajednicko da se prevalencije HCV infekcije medu
diskordantnim monogamnim heteroeksualnim parovima (koji nemaju koinfekcije HIV ili HBV)
kre¢u oko 1,2% do 2% [70,71]. U velikoj prospektivnoj studiji (the HCV Partners Study)
praceno je 500 parova i pored pomenute niske prevalencije od 1,2%, pokazana je i maksimalna
incidencija HCV infekcije od 7,2 na 10 000 osoba-godina, uz maksimalni rizik po seksualnom
kontaktu 1 na 380 000 [70]. Dodatni rizik za prenos HCV infekcije ovim putem, predstavljaju
homoseksualni odnosi u MSM populaciji, koinfekcije (koinfekcija HIV povecéava rizik od
transmisije HCV 2,2 puta) i repetitivni nezasti¢eni odnosi naro¢ito u populaciji komercijalnih
seksualnih radnika [5,72] .

Ipak, najveci rizik za HCV infekciju, je u grupi transplantiranih bolesnika koji su dobili
organ HCV pozitivnog donora. Posttransplantaciona infekcija se javlja u veoma visokom broju
bolesnika, mada se rezultati razliCitih studija takode razlikuju- krecu se od u rasponu od 29%-

100% transplanitiranih [73-75].
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Kod velikog broja osoba koje su anti-HCV pozitivne, nacin sticanja infekcije ostaje
nepoznat. Taj se procenat kre¢e od 20%-50% (u nasoj sredini oko 30%), ali je moguce da je ipak
re¢ o nekim drugim nacinima prenosa —jatrogeno upotrebom nesterilnog medicinskog materijala,
tatoo, pirsing, nesterilne procedure u narodnoj medicini (obrezivanje, bratimljenje sa ,,razmenom
krvi®), kozmeticke procedure [5,76]. Pokazano je da rizik od HCV infekcije znatno visi i kod
osoba koje su hospitalizovane duze od 10 dana u hepatoloskim jedinicima, kao i kod osoba koje
prekomerno konzumiraju alkohol. U nekoliko studija je pokazana visoka prevalencija HCV
infekcije kod osoba koje zloupotrebljavaju alkohol, ¢ak i u odsustvu drugih faktora rizika, uz
povecan rizik za brzu progresiju HCV infekcije i pojavu hepatocelularnog karcinoma (HCC), ali

i umanjenu efikasnost terapijskih protokola baziranih na interferonu [77-79].

1.4. Mehanizam HCYV infekcije- patogeneza, osvrt na imunolo$ke mehanizme i prirodni
tok HCV infekcije

Paradoksalno, mnogi autori isti¢u da je akutna HCV infekcija ,,hroni¢ni* problem, upravo
zbog odredenih Kkarakteristika, koje otezavaju njeno prepoznavanje. Osobenost akutne HCV
infekcije je da evolvira u duZem vremenskom periodu (koji se krece u dijapazonu od 2 i 26
nedelja nakon transmisije uzro¢nika, u proseku 7-8 nedelja), kao i da se simptomatski manifestna

bolest javlja u veoma niskom procentu inficiranih (15-25%) [5,80].

Klinic¢ka slika, kod pacijenata sa simptomatskom HCV infekcijom, je ¢esto nespecifi¢na,
i ne razlikuje se od klinickih manifestacija koje se vidaju kod drugih uzro¢nika virusnih
hepatitisa, ali i niza akutnih infektivnih oboljenja. U klini¢koj praksi se pacijenti zale na razlicite
tegobe-malaksalost, bolove u misi¢ima i zglobovima, muéninu, povracanje, nelagodnost ispod

desnog rebarnog luka, subfebrilnost, kao i promene u boji sluznica, koze, mokrace i stolice [81].

Ipak najces¢i simptom, koji upravo i1 navede pacijente da se jave na pregled, je Zutilo
koze i sluznica (u jednoj manjoj studiji od 51 pacijenata sa simptomatskom akutnom HCV
infekcijom, zastupljenost ovih simptoma je bila 68%), kome naj¢esc¢e prethode pojava tamnijeg
urina i svetlije prebojenosti stolice (39% pacijenata u pomenutoj studiji) [82]. lako je i kod

simptomatskih pacijenata akutna HCV infekcija uglavnom blaga, samoogranicavajué¢a (u
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proseku se tegobe povlace posle 2-12 nedelja) bolest, zabelezeni su veoma retki slucajevi

fulminantnog hepatitisa, koji se mogu videti ¢e$¢e kod hroni¢ne HBV koinfekcije [81,83].

Virusoloska potvrda akutne HCV infekcije ukljucuje novonastalu detektibilnu HCV RNK
u serumu (uz prethodno dokumentovanu negativnu serologiju i nedetektibilnu HCV RNK),
pracenu prisustvom antitela (anti-HCV) u periodu od oko 12 nedelja [5,81,84,85]. Od osnovnih
laboratorijskih parametara, ¢iji se poremecaji vidaju kod akutne HCV infekcije, najcesce se
registruju poviSene vrednosti enzima jetre (aminotransferaze, dominantno porast alanin

aminotransferaze-ALT, prosecno oko 1000 IU/ml) i hiperbilirubinemija [85].

U klinickoj praksi, skoro 2/3 pacijenata ima asimptomatski tok bolesti (zbog ¢ega se i ne
javljaju lekaru na pregled), najées¢e bez nekog jasnog i konkretnog inokulacionog akcidenta.
Takode ukoliko ne postoji dokumentovana ranija recentna negativna serologija i nedetektibilna
HCV RNK, nije moguce iskljuciti prethodno prisutnu i neprepoznatu hroni¢nu HCV infekciju. U
slu¢aju egzacerbacije hroni¢ne HCV infekcije, pacijenti mogu takode imati navedene subjektivne
tegobe, uz pozitivne seroloske i molekularne testove, kao i poviSene vrednosti enzima jetre,

holestaze, bilirubina.

U nasoj svakodnevnoj praksi, a u odsustvu jasnih dijagnostickih kriterijuma za
diferenciranje ova dva entiteta, nekada se u obzir uzimaju anamnesticki podaci o rizicnim
faktorima za infekciju, trendovi virusoloskih i biohemijskih parametara (kod akutne HCV
infekcije prvo se detektuju fluktuirajuc¢e vrednosti HCV RNK unutar 2 nedelje od inokulacije, a
porast vrednosti aminotrasferaza prethodi serokonverziji tj. pojavi anti-HCV antitela), prisustvo
fibroze (kod hroni¢ne HCV infekcije).

Razlikovanje akutne od hroni¢ne infekcije je znacajno u klini¢koj praksi, jer je potrebno
identifikovati pacijente sa akutnom HCV infekcijom koji nisu spontano eliminisali HCV, kako bi
se sprovela antivirusna terapija. Terapijski protokoli su znatno drugaciji, komplikovaniji i manje
efikasni u fazi hroni¢ne HCV infekcije. lako je efikasnost antivirusne terapije nedvosmisleno
visoka kod pacijenata sa akutnom HCV infekcijom (u jednoj metaanalizi od 1075 pacijenata koji
su zapoceli terapiju interferonom nakon 12 nedelja od postavljanja dijagnoze, postignuta je
nedetektibilna viremija kod 80%), u zemljama gde su Siroko raspolozive nove terapijske opcije

(DAA), preporuke su ipak da se pacijenti prate tokom 6 meseci (za slucaj da dode do spontane
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eliminacije virusa), a zatim sprovedu terapijski protokoli peroralnim rezimima po kriterijumima

za leCenje hroni¢ne HCV infekcije [86,87].

Osnovna specificnost HCV je sposobnost da kod najveCeg broja inficiranih i
imunokompetentnih osoba, izazove hroni¢nu (kod 55%-85% bolesnika) klini¢ki asimptomatsku
infekciju, a koja progresivno osteCuje tkivo jetre i dovodi do komplikacija, kao Sto su
dekompenzovana ciroza i HCC [5]. lako mehanizam perzistiranja infekcije nije u potpunosti
razjasnjen, izvesno je da pored faktora koji se odnose na samog uzro¢nika (genotip, viremija,
stepen mutacija), faktori domacina (pol, starost, raniji kontakt sa HCV i upotreba interferona,
koinfekcije, imunoloski mehanizmi) 1 sredine, predstavljaju znacajne prediktore spontane

eliminacije/perzistencije HCV infekcije [85].

Poslednjih decenija, veliki broj istrazivanja je usmeren na otkrivanje kompleksnih
imunoloskih mehanizama domacina, koji omogucavaju spontanu eliminaciju HCV nakon akutne
infekcije. U svetlu novih otkri¢a, pronadeni su znacajni dokazi o ulozi urodenog imunog
odgovora, regulisani posredstvom interferona tip | koji pored indukcije CD8 T-¢elijskih epitopa
aktiviraju ekspresiju preko 300 gena sa antivirusnim dejstvom i produkuju RNK specifi¢nu
deaminazu, GTPaze, RNK zavisnu protein kinazu, stvaraju¢i pogodnu antivirusnu sredinu. Pored
toga, pokazan je znacaj adaptivnih mehanizama (posredstvom citokinima aktiviranih NK ¢elija,
koji aktiviraju mehanizme sinteze antitela usmerenih protiv viSe proteina HCV) domacina u kada

je re€ o perzistenciji i spontanoj eliminaciji HCV infekcije [88,89].

Uprkos velikom napretku molekularne virusologije i imunologije, egzaktni mehanizmi
progresije bolesti kod hroni¢cne HCV infekcije, koji dovode do fibroze, ciroze i HCC, su i dalje
nedovoljno razjasnjeni. Zato je u klinickoj praksi, veoma otezana precizna prognoza toka bolesti,
kao i predikcija brzine progresije i/ili pojave komplikacija. Otezavajuca okolnost u problematici
hroni¢ne HCV infekcije (a $to je takode slucaj 1 kod drugih koinfekcija-HBV 1 HIV) je Cinjenica
da vecina pacijenata ima viSedecenijski asimptomatski tok bolesti, a znatno rede uz nespecificne
simptome (kod oko 25% pacijenata tegobe u smislu malaksalosti, nelagodnosti ispod desnog
rebarnog luka), sto ¢esto dovodi do ,,kasne* dijagnostike i to u terminalnim fazama bolesti, kada

je izgubljeno dragoceno vreme u terapijskom smislu [5].

Histoloski posmatrano, evolucija hronicne HCV infekcije se manifestuje kontinuiranom 1

progresivnom nekroinflamacijom-isprva infiltracijom limfocita i plazma c¢elija u portnim
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prostorima, interlobularnim Z. putevima, a potom periportalim oSte¢enjem, pri ¢emu je nekroza
hepatocita pracena formiranjem regenerativnih nodula [5,90]. Kontinuirana inflamacija dovodi
do fibrogeneze, a regenerativni noduli u kombinaciji sa centro-centralnom briging fibrozom
narusavaju tkivnu arhitektoniku i rezultiraju nastankom ciroze. Iako je histopatoloski pregled
tkiva jetre, dobijen biopsijom tkiva, i dalje zlatni standard u dijagnostici, opisane promene, iako
karakteristicne u patogenezi hroni¢nog virusnog hepatitisa (bez etioloske specifi¢nosti), nisu

patognomonicne, a vidaju se i varijacije nalaza u zavisnosti od delova tkiva koji se pregledaju

[5].

Iako je tesko preciznije odrediti evolutivni tok kod svakog pacijenta, postoji znacajan
broj studija i viSedecenijsko klinicko iskustvo, koji ukazuju na mnogobrojne prediktore
progresije fibroze, kao §to su pol, starost (u momentu sticanja HCV infekcije), rizik za infekciju
(posttransfuzijski hepatitis C ima npr. najbrzi razvoj ciroze, najverovatnije zbog velikog
inokuluma i ponavljanih ekspozicija), infekcija genotipom 1b, dugoro¢na imunosupresija (HIV
infekcija, transplantacije), koinfekcija (HBV i HIV), komorbiditeti ( dijabetes melitus tip I,
nealkoholni steatohepatitis), druga konkomitantna oboljenja jetre, prekomerno konzumiranje
alkohola [5,91].

Pored ovih poznatih epidemioloskih i demografskih prediktora, poslednjih decenija,
pokazan je znaCaj genetskih faktora, koji mogu da predisponiraju odreden broj pacijenata za
progresiju fibroze. Re¢ je o prisustvu razli¢itth polimorfizama gena (u lokusima
angiotenzinogena, TGF-f, gena koji kodira sintezu mikrozomalne hidrolaze, monocitnih
hemotaktickih faktora), za koje je pokazano da su u korelaciji sa tezim stepenom fibroze jetre
[91].

Kod oko 20% terapijski naivnih pacijenata, progresija fibroze rezultira razvojem ciroze, u
veoma varijabilnom vremenskom periodu, u proseku 20-30 godina [91,92]. U stadijumu ciroze
oko Cetvrtina pacijenata razvija terminalnu bolest jetre (end stage liver disease-ESLD)-
dekompenzaciju ciroze, a godisnji rizik od nastanka hepatocelularnog karcinoma (HCC) iznosi
1%-5% [92,93].

Ono §to je sasvim izvesno je da su pacijenti sa uznapredovalim oSte¢enjem jetre, narocito

u momentu ,,kasnog®“ otkrivanja hronicne HCV infekcije, pod najveéim rizikom od nastanka
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komplikacija 1 progresije bolesti, §to ih ¢ini apsolutnim prioritetom za Sto ranije sprovodenje

antivirusne terapije i skrininga na HCC.

Znacajan broj studija ukazuje na direktne mehanizme karcinogeneze, ali i indirektne
posredstvom hroniéne hepati¢ke inflamacije, koju indukuje HCV. Cinjenica je da kod izvesnog
broja pacijenata rizik od nastanka HCC perzistira uprkos izlecenju HCV infekcije, govori u
prilog uticaju i genetskih faktora domacina u patogenezi HCC. Do sada je pokazano da se vise
genetskih mutacija ili polimorfizama u razli¢itima lokusima (MICA/HCP5, LEPR and IFNL3)
moze dovesti u vezu sa nastankom HCC, nezavisno od ishoda lecenja/vrste primenjenog

terapijskog protokola za HCV infekciju [94].

U eri novih terapijskih opcija, gde se postize stabilan virusoloski odgovor (SVR) kod vise
od 90% pacijenata, jos$ uvek je nejasno da li se rizik od nastanka HCC razlikuje u zavisnosti od
primenjenog terapijskog protokola-DAA u odnosu na rezime zasnovane na interferonu. Odredeni
autori, a na osnovu otkri¢a u oblasti hemoprevencije, sugeriSu upotrebu modulatora signalnih
puteva interferona, EGF, mTOR, retinoid X receptora o-, kao dodatne opcije za hemoprevenciju
HCC, uprkos postignutom SVR [94].

Svi pomenuti rezultati i viSedecenijsko klinicko iskustvo u dijagnostici i lecenju
pacijenata sa hronicnom HCV infekcijom, u nasoj sredini su rezultirali odredenim smernicama,
kojih se pridrzavamo u pracenju terapijski naivnih i terapijski iskusnih pacijenata, narocito kada
se uzmu u obzir kompleksne interakcije viSestrukih faktora za progresiju oSteCenja jetre i

nemogucnost precizne vremenske predikcije individualnog toka bolesti.
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1.5. Terapijske opcije za le¢enje hroni¢ne HCV infekcije-efikasnost terapijskih protokola i

dugorocna prognoza

1.5.1. RaspoloZive terapijske opcije za leCenje hroni¢éne HCV infekcije-istorijat,

prediktori i efikasnost

Farmakoterapijska otkri¢a u ovoj sferi su uvek pratila u stopu nova saznanja vezana za
biologiju virusa, imunologiju i epidemiologiju HCV infekcije [95]. Prvi korak u le¢enju HCV
infekcije, bio je primena monoterapije interferonom (IFN), koji je u SAD i zapadnoevropskim
zemljama primenjivan jo§ 80tih godina (pre otkri¢a samog uzro¢nika tzv. ,,posttransfuzijskog™
hepatitisa) za leenje non-A non-B hepatitisa. Pokazano je da IFN poseduje visestruki terapijski
efekat- antivirusno dejstvo (ovaj efekat je koriséen i za le¢enje HBV infekcije), imunomodulacija
(zbog Cega je kori$éen i u terapiji relapsirajuc¢e-remitentne multiple skleroze) i antiproliferativni
efekat (ovaj efekat je koris¢en i u leCenju odredenih tumora- Hairy Cell Leukemije, melanoma,
folikularnog limfoma i Kaposi sarkoma kod pacijenata sa AIDS-om) [5,96,97]. U naSoj sredini
primenjivan je pocevsi od sredine 90tih godina, ali uz veoma nisku efikasnost, mnostvo

nezeljenih efekata i problemati¢nu komplijansu [5].

Od 1997. godine u Srbiji je licenciran pegilovani IFN-o (PEG-IFN), ¢ija je jednostavnija
primena i poboljSana efikasnost, isprva monoterapijski, a potom u okviru dualnog rezima (u

kombinaciji sa ribavirinom), znacajno promenila sudbinu pacijenata sa hroni¢nim hepatitisom C.

U eri kombinovane antivirusne terapije tj. dualnog terapijskog rezima, glavni cilj
terapijskog protokola je supresija HCV infekcije sa postizanjem nedetektibilne viremije. Na taj
nacin se dugoro¢no redukuju/zaustavljaju nekroinflamacija u tkivu jetre, fibrogeneza, umanjuju/
eliminiSu ekstrahepaticke manifestacije, preveniraju pozne komplikacije (dekompenzacija ciroze,

HCC), uz smanjenje mortaliteta vezanog za jetru [5,98,99].

U terapijskim protokolima postoji nekoliko povoljnih terapijskih ishoda, koji ukazuju na
efikasnost primenjene terapije; prvenstveno postizanje SVR (tj. nedetektibilna HCV RNK 6
meseci nakon zavrSetka terapije). Monitoring virusoloskog odgovora tokom primene terapije
moze ukazati na ishod lecenja, izmedu ostalog veoma rani virusoloski odgovor (Rapid virologic

response-RVR, tj. nedetektibilna HCV RNK nakon 4. nedelje terapije), rani virusoloSki odgovor
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(partial Early virologic response-parcijalni EVR, tj. redukcija >2 log(10) HCV RNK, ili
kompletni EVR- nedetektibilna HCV RNK na kraju 12. nedelje terapije), odgovor na kraju
terapije (End of treatment response ETR- nedetektibilna HCV RNK na kraju terapije) [5]. U
nasoj svakodnevnoj klini¢koj praksi, kao i u drugim zemljama sa nizim prihodima, postoje
znatna ograni¢enja u dostupnosti molekularnih virusoloskih testova, pa se neke od ovih tacaka
pracenja (endpoints) ne mogu ni realizovati. U takvim situacijama se koriste dostupne
biohemijske analize (parametri krvne slike, hepatogram), uz neinvazivne imaging metode

(Fibroscan) u adjuvantnoj proceni efikasnosti terapije.

Najpouzdaniji pokazatelj efikasnosti terapije je SVR, koji je doveden u vezu sa
dugoro¢nim odrZavanjem nedetektibilne viremije u oko 99% pacijenata, uz znacajno smanjenje
mortaliteta (kako opsteg, tako i vezanog za jetru) [98,99,100]. Na postizanje SVR kod dualnog
terapijskog rezima (PEG-IFN i ribavirin), znacajnog uticaja imaju prediktori vezani za sam virus
(genotip, bazalna viremija), pacijenta (starost, bazalni stepen oSteéenja jetre, genetski
polimorfizmi prvenstveno IL28B, komorbiditeti kao $to su insulinska rezistencija, visi BMI) i
same terapije (komplijansa, odrzavanje preporuc¢enih doza IFN i ribavirina, dodatak proteaznih
inhibitora kod pacijenata sa genotip 1 infekcijom). Najveca efikasnost je registrovana kod
pacijenata sa genotip 2, 3 i 6 infekcijom (SVR i do 80%) uz nisku bazalnu (preterapijsku)
viremiju (HCV RNK<800 000 1U/mL), dok su najnize stope SVR zabeleZene kod pacijenata sa
genotip 1 infekcijom (40-50%) [5,101-103]. Postoje znaéajni dokazi, koji govore u prilog
individualnim rasnim razlikama u postizanju SVR, pri ¢emu su najniZze stope SVR zabelezene
kod pacijenata negroidne rase (kako zbog vece zastupljenosti genotipa 1, nepovoljnijeg profila
IL28B polimorfizma i razlike u farmakokinetici ribavirina) u odnosu na pacijente bele rase, dok
su kod pacijenata u Aziji zabeleZene najvise stope SVR u odnosu na druge kontinente [104-107].
U mnogobrojnim prospektivnim studijama je pokazano da su najznacajniji pozitivni prediktori
SVR, pored gore pomenutih, 1 mlada dob prilikom otpocinjanja terapije, nizi stepen fibroze
(naroCito odsustvo ciroze), nizi bazalni nivo triglicerida 1 HDL, visi pretarapijski nivo LDL,

upotreba statina, odsustvo steatoze jetre, nivoi vitamina A, D i B12 [5,108-112].

Iako je pegilacijom interferona dobijen protokol sa znacajno boljim sigurnosnim
profilom, ipak se tokom primene ovog dualnog terapijskog rezima konstatuje mnostvo nezeljenih

efekata. U klinickoj praksi ovo moze znacajno uticati na komplijansu pacijenata, inicirati
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redukciju doze lekova i mozZe negativno uticati na ishod leCenja tj. smanjiti stope SVR
(prediktori SVR vezani za samu terapiju) [113]. U jednoj velikoj kohortnoj studiji, pokazan je
znacaj adherencije, jer su pacijenti koji su bili manje komplijantni i primili 80% predvidenog
terapijskog protokola imali i znacajno nize stope SVR (48%). Pokazano je da je u slucaju
prekida terapije SVR iznosio svega 12%, a u grupi pacijenata kod kojih je nastavljena terapija,

uprkos redukcijama doze, SVR je iznosio 65% [114].

Rezultati ovakvih studija uz viSedecenijsko klinicko iskustvo, koje potvrduje znacaj
adherencije pacijenata, su za poslednju deceniju znacajno unapredili u nasoj sredini faktore
vezane za samu primenu terapije. Formirane su interne smernice za pracenje pacijenata,
omogucéeno finansiranje terapije od strane fonda za Zdravstveno osiguranje Srbije i uveden
decentralizovani sistem leCenja u Srbiji, sa moguénoS¢u primene antivirusne terapije u Cetiri

Klini¢ko bolni¢ka Centra u Srbiji (KBC Ni§, KBC Kragujevac, KBC Vojvodina i KC Srbije).

Publikovani rezultati, koji se odnose na postizanje SVR u naSoj sredini su uglavnom
ogranic¢eni na relativno male uzorke pacijenata. U studiji sprovedenoj 2012. godine u kojoj je
ucestvovalo 387 terapijski naivnih pacijenata sa HHC iz opste populacije leCenih u KC Srbije,
stope SVR su bile izuzetno visoke i kretale se za genotip 1 infekciju 60,7%, genotip 3- 87,8%, uz
ukupnu genotip-nezavisnu stopu SVR od 70,5% [115]. Grupa autora iz KC Kragujevac je 2013.
godine na uzorku od 81 pacijenata opisala jo§ vise stope SVR, i to 87% za pacijente sa
genotipom 1 i 4, kao i 86% za genotip 2 i 3 infekciju [116]. Sto se ti¢e dostupnih podataka u
specijalnim populacijama pacijenata, raspolozivi su rezultati manje studije iz 2016. godine od 32
pacijenata iz zatvorske sredine, kod kojih su takode postignute visoke stope SVR od 53,8% za
genotip 1 infekciju, zatim SVR od 73,3% kod genotip 3 i 66,6% kod genotip 4 infekcije, $to je
takode komparabilno sa rezultatima iz opS$te pupulacije [117]. Takode su 2013. godine
publikovani i rezultati efikasnosti terapije za pacijente iz populacije PWID u studiji od 100.
bolesnika, sa ukupnim postignutim stopama SVR od 67,7%, (SVR za genotip 1 i 4 je bio 63,3%,
za genotip 2 i 3 je postignut SVR od 86,6%), bez razlike u efikasnosti u odnosu na kontrolnu

grupu pacijenata, koji nisu bili PWID [118].

Tokom 2010. godine je u SAD i zapadno evropskim zemljama (a kod nas uz veoma
ogranicen broj bolesnika od 2012. godine) registrovan i tzv. trojni rezim, dodavanjem jo$ jednog

leka iz grupe proteaznih inhibitora (boceprevir i telaprevir) dualnom rezimu. Time je povecana
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efikasnost terapije kod pacijenata sa genotip 1 infekcijom (kod terapijski naivnih boceprevir i do
66%, telaprevir i do 79%, a kod tzv. nonrespondera tj. pacijenata koji su doziveli terapijski
neuspeh sa do tada raspolozivim protokolima lecenja- boceprevir do 66%, telaprevir i do 86%).
[119]. Trojni rezimi zapravo predstavljaju prvi pokusaj uvodenja direktno delujuéih antivirusnih
lekova (direct acting antivirals-DAA) u do tada raspolozive rezime, ¢ime se zna¢ajno uticalo na
stopu SVR, ali je pojava mnogobrojnih nezeljenih efekata ovog rezima (sa prvom generacijom

proteaznih inhibitora) znacajno ogranic¢ila njegovu upotrebu.

Nasa iskustva sa trojnim rezimom su veoma ograni¢ena. U naSoj zemlji su publikovani
rezultati jedne manje pilot studije iz 2015. godine sa 20. pacijenata (ukljuceni su i terapijski
naivni 1 terapijski iskusni pacijenti) sa genotip 1 infekcijom i teSkom fibrozom/cirozom, koji su
leceni tripl reZimom sa boceprevirom, a kod kojih je postignut SVR u 55% slucajeva, ali sa

diskutabilnim profilom podnosljivosti [120].

Kulminacija nove terapijske ere se dogodila 2013. godine u SAD, kada je federalna
agencija za lekove (FDA) odobrila prvu kombinaciju dva DAA u jednoj tableti (kombinacija
sofosbuvir/ledipasvir). Na taj nacin je revolucionarizovana komfornost i efikasnost terapije.
Duzina le¢enja je od 12-24 nedelja (u zavisnosti od genotipa, stepena fibroze/ciroze i prethodnih
terapijskih neuspeha) uz postizanje SVR kod vise od 95% pacijenata, veliki komfor i minimalne
nezeljene efekte [121]. Do sada su registrovane Cetiri klase direkno delujucih antivirusnih lekova,
u zavisnosti od cilja delovanja- NS3/4A inhibitori (ve¢ pomenuti boceprevir, telaprevir,
asunaprevir, pariteprevir, glecaprevir, grazoprevir, simeprevir), NS5A inhibitori (daclatasvir,
ledipasvir, velpatasvir, pibrentasvir, ombitasvir i elbasvir), inhibitori NS5B nukleotida

(sofosbuvir) i nenukleozidni inhibitori polimeraze (dasabuvir) [122].

U naSoj zemlji je tokom 2016. godine registrovano vise kombinacija DAA ukljucujuci
sofosbuvir/ledipasvir, grazoprevir/elbasvir, i tzv. 3D rezim (paritaprevir sa busterom
ritonavirom, NS5A inhibitor- ombitasvir i NS5B inhibitorom polimeraze —dasabuvirom).
Nazalost, zbog visokih troskova, je upotreba ovih protokola ograni¢ena na veoma mali broj
pacijenata godi$nje na nivou cele zemlje i rezervisana za najteZe bolesnike (uglavnom terapijski

iskusne), kod kojih je ujedno i stopa SVR najniza.

Prva iskustva u primeni DAA u Srbiji su publikovana 2018. godine, tj. prikaz slucaja

pacijenta sa terminalnom bolesti bubrega na programu hemodijalize, terapijski iskusan (relaps

21



nakon primene interferona) i sa genotip 1 HCV infekcijom bez fibroze, a koji je uspesno lecen
3D rezimom, uz nedetektibilnu viremiju 12 nedelja nakon zavrSetka terapije [123]. Druga
multicentri¢na studija, ¢iji su rezultati publikovani 2019. godine, prikazala je podatke iz realnog
zivota o efikasnosti i bezbednosti 3D rezima u kombinaciji sa ribavirinom, kod 21 pacijenata
(dominantno terapijski-iskusnih) sa genotip 1 infekcijom, od kojih je 43% imalo METAVIR
skor>3. U ovoj studiji, Simonovi¢ i autori su prikazali efikasnost pomenutog rezima uz

postizanje SVR kod 95,4% i minimalne nezeljene efekte kod 14% pacijenata [124].

Osim ovog prikaza slu¢aja, nema drugih publikovanih podataka u literaturi, a vezano za
upotrebu DAA u Srbiji. Trenutno u nasoj zemlji su i dalje za vec¢inu pacijenata raspolozivi samo
rezimi zasnovani na interferonu, dok su DAA dostupni veoma ograni¢enom broju, uglavnom

terapijski iskusnih pacijenata.

1.5.2. Terapijski neuspeh u eri interferona i DAA, pitanje reinfekcije

Cilj antivirusne terapije je postizanje stabilnog virusoloSkog odgovora (SVR) t;.
nedetektibilna HCV RNK u krvi 24. nedelje nakon zavrSetka terapije, Sto prakti¢no znaci
eliminaciju HCV iz krvi. U klini¢koj praksi se postizanje SVR ¢esto izjednaava sa pojmom
eradikacije HCV infekcije, narocito u odredenim grupama pacijenata (pacijenti sa HCV non-G1
infekcijom, niskom bazalnom viremijom, odsustvom fibroze) [5,101-103]. Najveca efikasnost je
registrovana kod pacijenata sa genotip 2, 3 i 6 infekcijom (SVR i do 80%) uz nisku bazalnu
(preterapijsku) viremiju (HCV RNK<800 000 IU/mL), dok su najnize stope SVR zabelezene kod
pacijenata sa genotip 1 infekcijom (40-50%) [5,101-103].

Medutim najveci izazov u svakodnevnoj klinickoj praksi, predstavljaju situacije koje se
smatraju terapijskim neuspehom: pacijenti kod kojih se ne belezi redukcija HCV RNK nakon 12
nedelja leCenja, tzv. non responderi (pacijenti koji ne postizu nedetektibilnu viremiju tokom
Citave terapije i ETR), tzv. rani relapseri (pacijenti koji postignu ETR, ali ne i SVR) i tzv. pozni
relapseri (pacijenti koji postignu SVR, ali u toku perioda prac¢enja dolazi do ponovne pojave
detektibilne HCV RNK u odsustvu reinfekcije). Kod svih pacijenata sa refraktarnom HCV
infekcijom, od velikog je znacaja da se pokuSa sa retretmanom (terapijske opcije su razli¢ite u

zavisnosti od samog pacijenta) i ostvari SVR, jer je terapijski neuspeh dugoro¢no doveden u

22



vezu sa progresijom bolesti, nastankom komplikacija 1 pove¢anim mortalitetom. U ovoj grupi
pacijenata se tokom perioda pracenja Cesto javlja 1 potreba za alternativnim terapijskim
opcijama, ukljucujuéi transplantaciju jetre, pogotovo u sluc¢aju dekompenzacije ciroze. Iskustva
savremenih transplantacionih centara u SAD i zapadnoj Evropi pokazuju da je transplantacija
jetre povezana sa znacajnim komplikacijama, kao $to su ograni¢ena raspoloZivost organa, gotovo
100% verovatnoca (kod pacijenata sa detektibilnom viremijom) posttranplantacione re infekcije
grafta uz nepovoljnu dugoro¢nu prognozu i kompromitovan kvalitet zivota. U nasoj zemlji su
iskustva sa ovim vidom lecenja veoma ograni¢ena. Prva transplantacija jetre je sprovedena u
Srbiji, jos 1995. godine, ali nema publikcija o daljem progresu, broju izvedenih intervencija, niti
bilo kakvom pracéenju transplantiranih pacijenata [125]. Iako je doslo do promena zakonske
regulative pitanja donorstva organa, nasa zemlja nije ¢lan grupe Eurotransplant International
Organization, pa nema ni pouzdanog dugoro¢nog planiranja po pitanju transplantacija jetre,

pogotovo u grupi pacijenata sa HCV infekcijom.

Poseban problem u terapijskom i epidemioloskom smislu, predstavljaju pacijenti kod
kojih dode do reinfekcije (ponovne infekcije, drugim sojem HCV, a nakon uspes$no sprovedene
antivirusne terapije). lako se u eri DAA eliminacija HCV infekcije sprovede i do 95% pacijenata,
zbog odsustva protektivnog imuniteta (HCV u bioloskom smislu nema latentne forme
replikacije, za razliku od HIV) pacijenti se mogu ponovo inficirati novim sojem HCV, uprkos
prethodno sprovedenom uspesnom lecenju. Nakon reinfekcije, pacijenti su ponovo u riziku od
nastanka nepovoljnih ishoda i omogucavaju dalju transmisiju virusa, $to znacajno otezava
mogucnost globalne eradikacije HCV infekcije, a u odsustvu efikasne vakcine [121,126].
Posebno ugrozene populacije, pod rizikom od reinfekcije su PWID (0-5 slucajeva na 100 osoba-
godina, mada stope reinfekcije mogu dosti¢i i 10% na godiSnjem nivou) i MSM (kod osoba sa
HIV koinfekcijom stope reinfekcije dostizu 15-25%, mada su zabelezene i visoke stope kod HIV

negativnih) populacije [127].
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1.5.3 Izlecenje i follow-up (virusoloski i biohemijski ishodi, progresija fibroze,
klini¢ki ishod)

Do sada je mno$tvo studija pokazalo da postizanje SVR znacajno redukuje pojavu
hepatickih i ekstrahepatickih komplikacija, mortalitet, utie pozitivno na bubreznu funkciju (Sto
je od velikog znacaja za pacijente na hemodijalizi i sa transplantiranim bubregom) i

kardiocirkulatorni sistem [5].

lako je znadaj postizanja SVR neosporan, postavlja se pitanje njegove odrzivosti,
naro¢ito u pojedinim grupama pacijenata i pojave tzv. kasnog virusoloSkog relapsa. Nekolicina
autora sa dugogodis$njim follow-up pacijenata, koji su postigli SVR nakon terapije interferonom,
je dalo podatke od bar 0,8% kasnog virusoloskog relapsa (detektibilne viremije nakon
postignutog SVR) nakon petogodisnjeg perioda pracenja [128] Ipak, detaljnijom analizom
raspoloZzivih publikovanih podataka, dolazi se do veoma Sirokog dijapazona publikovanih stopa
kasnog virusoloskog relapsa-koje se, iako niske, krecu u intervalu od 0%-9% [128-131]. Na
osnovu toga, moze se zakljuciti da postoje znacajna ograniCenja, koja otezavaju interpretaciju
ovih podataka- pre svega mali broj ispitanika u studijama, follow-up period kra¢i od 5 godina,
heterogene populacije (pacijenti sa razli¢itim stepenom preterapijskog ostecenja jetre i razlicitim
genotipovima HCV), upotreba nedovoljno sofisticiranih molekularnih testova [129,130]. Takode,
postoji veoma mali broj studija u kojima su radene 1 molekularne filogenetske analize, kako bi se
isklju¢ila mogucnost reinfekcije ili okultne infekcije. Simmons i autori u svojoj meta-analizi,
ukazuju na odrzivost nedetektibilne viremije nakon postignute SVR kod ¢ak 99% pacijenata
tokom petogodiSnjeg pracenja, pri ¢emu je zakljuceno da je najveci rizik od ponovne pojave
detektibilne viremije povezan sa reinfekcijom, a ne kasnim relapsom, i to sa stopama od 0,95%,
10,67% i 15,02% u nisko-rizi¢noj, populaciji sa srednjim rizikom i populaciji sa visokim rizikom

za reinfekciju [131].

Nase klinicke opservacije u vezi sa pacijentima sa kasnim virusoloskim relapsom Su
slicne, kao i1 do sada publikovani slucajevi/serije slucajeva stranih autora. Uglavnom je re¢ o
pacijentima bez subjektivnin tegoba, kod kojih je dijagnostikovana detektibilna viremija,
najéeSce tokom visegodi$njeg pracenja i novonastale poviSene aktivnosti enzima jetre. Lu i autori
su u svojoj studiji predlozili hipotezu da kod ovakvih pacijenata postignut SVR predstavlja

supresiju virusne replikacije, pre nego eradikaciju HCV infekcije [129]. U nasoj zemlji do sada

24



nisu radene bilo kakve studije pracenja, niti procene dugoro¢nog ishoda nakon postignutog SVR,
a kako Srbija nije ukljucena u programe epidemioloskog monitoringa HCV infekcije, ne postoje

ni publikovani rezultati po ovom pitanju.

Kao moguc¢i prediktori kasnog virusoloSkog relapsa u literaturi se navode imunosupresija
(najces¢e kod HIV koinfekcije), visoka bazalna viremija i odredeni nepovoljni genotipovi
IL28B, $to govori u prilog pomenutoj hipotezi o supresiji HCV bez prave eradikacije [131,132].
Sto se ti¢e problema kasnog virusoloskog relapsa, a kod pacijenata leGenih protokolima bez
interferona, do sada postoji nekoliko pojedinacnih prikaza slucajeva, koji se uglavnom dovode u
vezu sa prisustvom rezistentnih mutanata HCV [133]. Znacaj virusoloskih mutacija je neosporan
prilikom primene DAA, kako je pokazano i da su mutacije NS5A i NS3 nezavisni prediktori
SVR, za razliku od do sada dobro prou¢enih (nivo HCV RNK, stepen fibroze i polimorfizmi
IL28B) prediktora iz ere interferona [133-135].

Kada je u pitanju pracenje biohemijskih parametara, vecina pacijenata sa SVR pored
virusoloskog, ostvari 1 biohemijski uspeh (tj. normalizaciju vrednosti enzima jetre- aspartat
aminotransferaze-AST, alanin aminotransferaze-ALT i bilirubina), osim u slucaju prisustva
nekog drugog komorbiditeta [128,136]. Marugan i saradnici su u svojoj follow-up studiji od 153
pacijenata sa SVR potvrdili odrzavanje urednih vrednosti hepatograma kod 99% pacijenata i
tokom perioda pracenja (¢ak i kod pacijenta koji je dobio HCC), osim u sluéaju pacijentkinje,

koja je zbog fibromijalgije uzimala visoke doze nesteroidnih antiinflamatornih lekova [128].

Postoje znacajni dokazi da su pacijenti sa preterapijskom teSkom fibrozom ili cirozom 1
dalje pod rizikom od nastanka komplikacija i nezeljenih klini¢kih ishoda, ¢ak i u slucaju
postizanja SVR i/ili regresije fibroze/ciroze [137-139]. Nase klini¢ko iskustvo u pracenju
pacijenata sa bazalnim teSkim oSte¢enjem jetre, je takode pokazalo da uprkos uspeSnoj
antivirusnoj terapiji i/ili odrzavanju nedetektibilne viremije godinama nakon SVR, postoji rizik
od komplikacija, naro¢ito nastanka HCC. Zbog toga je znaajno identifikovati i pratiti ovu
specificnu grupu pacijenata. Pored toga, strani autori su pokazali da odredeni komorbiditeti, kao
Sto su dijabetes melitus tip 2, gojaznost, nealkoholni steatohepatitis (NASH) i visoke vrednosti
gama-glutamil transferaze (GGT), predstavljaju faktore rizika za progresiju fibroze i nastanak
HCC u ovoj grupi pacijenata [136,137]. Nase klinicke opservacije i publikovani rezultati drugih

autora, vezanih za ovu specifi¢nu grupu pacijenata, doveli su do toga da se u naSoj mati¢noj
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ustanovi sprovodi politika viSedecenijskog pracenja pacijenata sa preterapijskom teskom
fibrozom/cirozom, bez obzira na ishod leCenja i viremiju. DugogodiS$nje pracenje je u naSim
uslovima cesto otezano zbog tehnickih problema, kao Sto su neraspolozivost virusoloskih
testova, decentralizacija medicinskih usluga, nedostatak/odlaganje imaging dijagnostike i
ograni¢ene dostupnosti neinvazivne dijagnostike (Fibroscan). lako nema preciznih preporuka,
interesantno je da su rezultati jedne kohortne studije u Skotskoj pokazali da je neZeljeni
morbiditet vezano za jetru kod pacijenata sa postignutim SVR najéeS¢e u vezi sa drugim,
komorbiditetima i alkoholizmom, zbog Cega autori sugeriSu pracenje pacijenata i nakon
uspesnog zavrSetka antivirusne terapije [138]. Smernice relevantnih hepatoloSkih institucija u
svetu, takode sugeriSu periodi¢ni skrining na HCC u ovoj grupi pacijenata, uz neodredenu duzinu

pracenja (najverovatnije dozivotno) i nakon postignutog SVR [87].

1.6. Znacaj genetskih faktora-razmatranja

Tokom viSedecenijske prakse u radu sa pacijentima sa HCV infekcijom, klini¢ari se
sreu sa situacijama i1 poteSkoama po pitanju dijagnostike, terapije i neizvesne prognoze, kod
izvesnog broja pacijenata. Nekada se ove individualne osobenosti, naro€ito po pitanju klinickog
toka bolesti i farmakoterapije, teSko mogu objasniti poznatim i do sada publikovanim
prediktorima/faktorima rizika. Zahvaljuju¢i veoma opseznom skriningu ¢itavog ljudskog genoma
(genome-wide association study- GWAS), otkriveno je mnostvo genetskih varijacija (single
nucleotide polymorphisms-SNP), koje su kasnije dovedene u vezu sa odredenim bolestima, a

potom i identifikovani kao farmakoterapijski/farmakogenetski i prognosticki prediktori.

Kada je u pitanju HCV infekcija, najveéi broj polimorfizama, koji je analiziran kao
moguci prediktor ishoda bolesti i terapije, se odnosi na gene ¢iji su produkti vezani za
imunoloski sistem, metabolizam i lipide [140]. U patogenezi HCV infekcije, najznacajniji Su
polimorfizmi gena, koji su dovedeni u vezu sa prirodnim tokom HCV infekcije, koji kodiraju za
interleukin 28B (IL28B), tumor necrosis factor-o (TNFa), apolipoprotein B (APOB), interleukin-
10 (IL-10), interferon gama inducibilni protein 10 (IP10), natural killer cell immunoglobulin-like

receptor (KIR) [140]. Naroc¢ito su impresivni dokazi o ,,povoljnim“ genotipovima IL28B (
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rs12979860 CC, rs8099917 TT i ss469415590DG) i polimorfizam KIR (KIR3DS1), koji su
dovedeni u jasnu vezu sa spontanom eliminacijom HCV infekcije kod terapijski naivnih
pacijenata [141,142]. Revolucionarno otkrice novih farmakogenetskih markera u eri primene
pegilovanog interferona i ribavirina, predstavljaju polimorfizmi dva gena- 1L28B (genotip CC
rs12979860, koji je doveden u vezu sa postizanjem SVR kod genotip 1 HCV infekcije) i inozin
trifosfataza (ITPA- jasna povezanost izmedu SNP rs6051702 i nastanka ribavirinom-indukovane
hemolize kod pacijenata sa genotip 1 infekcijom) [143-145]. Iako postoje znacajni dokazi o
povoljnim SNP-ovima, kada je u pitanju spontana eliminacija HCV i terapijski ishod, manje je
jasna situacija kada su u pitanju genetski prediktori, koji bi se mogli dovesti u vezu sa
progresijom fibroze/nastanka ciroze ili nastanka HCC, zbog veoma kompleksnih interakcija
izmedu uzro¢nika, domacina i faktora sredine. Postoji znac¢ajan broj studija, koje su dovele u
vezu polimorfizme u domenu patatin-like (PNPLA3 polimorfizmi rs738409, rs2896019) sa
nastankom steatoze jetre (najzastupljenija kod pacijenata sa genotip 3 infekcijom) i progresijom
fibroze [146-148]. Kada su u pitanju drugi polimorfizmi- kao $to je npr. prisustvo rs1800795 G
alela na lokusu za interleukin-6 (IL-6), odredeni SNP-ovi na genu za kanabioidni receptor 2
(CB2), postoje vrlo kontradiktorni rezultati razli¢itih studija, koji mogu govoriti u prilog njihovoj
povezanosti sa vis$im stepenom nekroinflamacije kod pacijenata sa HCV infekcijom [148-150].
Postoje takode i kontradiktorni rezultati vezani za odredene polmorfizme 1L28B (rs12979860 T
alel) u kombinaciji sa prisustvom jo$ jednog SNP-a toll-like receptora 2 (TLP2 rs111200466 del

varijanta), kao mogucih prediktora progresije bolesti i klini¢kog ishoda [151].

1.6.1. Polimorfizmi IL28B gena

Gen 1L28B (ili u skorije vreme preimenovan u Interferon Lambda 3- IFL3) se nalazi na
19. hromozomu (19q13), i kodira nastanak tip Il interferona tj IL28B. Citokin 1L28B, koji
zajedno sa IL-29 i IL-28A, ima snazno antivirusno dejstvo, indukuje ekspresiju interferon
stimuliSucih gena (posredstvom JAK/STAT signalnog puta) i molekule MHC 1 klase [152]. Ono
Sto je posebno interesantno, je da postoji selektivnost u dejstvu ovog citokina, zbog prisustva
receptora na hepatocitima (dok npr. epitelne Celije, endotel, B 1 T ¢elije uopste ne reaguju na

njegovo dejstvo), kao i povecana ekspresija gena, ¢ak i nakon rezolucije virusne infekcije [152].
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IL28B pored antivirusnog, ima i imunomodulatorsko (regulacijom ekspresije antigena MHC |
klase) kao i antitumorsko dejstvo [152,153].

Zahvaljuju¢i rezultatima GWAS, 2009. godine su identifikovani najznacajniji
polimorfizmi gena za IL28B- rs12979860, rs12980275 i rs8099917, odgovorni za nastanak vise
genotipova, ¢ije prisustvo ima nedvosmisleni uticaj na eliminaciju HCV infekcije (kako spontano
kod terapijski naivnih, tako i povoljan terapijski ishod nakon primene interferona) [154-157].
Izdvojeni su ,,pozeljniji” genotipovi CCrs12979860 (koji je doveden u vezu sa spontanom
eliminacijom HCV infekcije i predstavlja nezavisni prediktor SVR tokom terapije interferonom
kod infekcije genotipom 1 HCV) i genotip rs8099917 TT- sa znacajno ve¢om verovatno¢om

spontane eliminacije HCV kod terapijski naivnih pacijenata [155,157].

.....

njegovoj geografskoj distribuciji- od najnizih 38% u Africi, 50-85% Evropi i do 100% u Aziji.
Razlike u distribuciji ovog alela se u klinickom smislu ogledaju kroz specifi¢nosti i razlike u
toku i terapijskom ishodu HCV infekcije kod razli¢itih etnickih grupa [158]. Prevalencija
,»pozeljnog* genotipa CC rs12979860 takode je razlicita- izmedu 44-49% u Evropi, ¢ak i do 78%
kod osoba iz Istoéne Azije, §to objaSnjava izuzetno visoke stope SVR prilikom primene

interferona, naro¢ito u odnosu na ostale delove sveta [159,160].

Do sada jedini publikovani podaci u nasoj populaciji, vezano uticaj polimorfizama IL28B
na terapijski ishod, su iz 2013. godine (Lazarevic i saradnici), koji su pokazali zastupljenost
CCrs12979860 genotipa od 24,5% u populaciji od 106 pacijenata sa genotip 1 HCV infekcijom.
Nakon sprovedene kombinovane antivirusne terapije PEG-IFN i ribavirinom, CC rs12979860
genotip je evidentiran kod 33,9% pacijenata koji su postigli SVR [161]. Sli¢ne rezultate je
zabelezila grupa autora iz Hrvatske (Grgi¢ i saradnici) analizom 595 terapijski naivnih pacijenata
sa HHC i genotip 1 infekcijom, pri ¢emu je najzastupljeniji genotip bio CT rs12979860 (56,3 %),
dok je povoljniji CC rs12979860 bio prisutan kod 29,1%, a genotip TT rs12979860 kod 14,6%
pacijenata [162].

Pored mnostva dokaza o znacaju CC genotipa kao nezavisnog prediktora SVR kod
genotip 1 infekcije, pokazano je da postoje i tzv. ,,nonresponder” genotipovi- TT rs12979860 i
CT rs12979860 SNP, kod kojih je zabeleZzen odloZen pad viremije i niZe stope SVR tokom

primene protokola baziranog na interferonu [155]. Lazarevi¢ i saradnici su u svojoj studiji
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pokazali da je kod pacijenata sa povoljnim genotipovima (CC rs12979860 ili AA rs12980275)
postojala 3,5 puta tj. 3 puta veca verovatnoc¢a postizanja SVR prilikom primene interferonskog
rezima, a ve¢ pomenuti nepovoljni genotipovi TT rs12979860 kao i GG rs8099917 su pokazani
kao prediktori terapijskog neuspeha [161].

Kada su u pitanju terapijski rezimi bez interferona, u eri DAA, postoje znacajna
ograni¢enja u klinickom znacaju genotipizacije IL28B. Rezultati INFORM i SOUND C2 studije
ipak ukazuju na znacaj CC genotipa u predikciji ranog virusolo§kog odgovora (svi pacijenti sa
ovim povoljnim genotipom imaju pad >1 log HCV RNK, ¢ime je moguce i skracenje terapije uz
znacajno smanjenje troskova lecenja), orijentaciju kod pacijenata sa akutnom HCV infekcijom
(za pacijente sa CC genotipom se savetuje odlaganje bilo kakvih terapijskih intervencija) i

moguca predikcija progresije fibroze [163,164].

Iako postoje nedvosmisleni dokazi o znaaju pojedinih SNPova IL28B po pitanju
spontane i terapijske eliminacije HCV infekcije, veoma je teSko doneti definitivne zakljucke o
mogucem uticaju ovih mutacija na kona¢ni ishod HCV infekcije. Postoje veoma kontradiktorni
rezultati, koji se ticu moguce uloge genotipova IL28B kao prediktora progresije fibroze i pojave
poznih komplikacija. Konfliktni rezultati, vezano za prisustvo CCrs12979860 genotipa, Kkoji
ukazuju na korelaciju sa viSom aktivnoséu ALT i fibrozom (Nouredin i saradnici), dok drugi
autori ukazuju na povezanost ovog genotipa sa nizim stepenom nekroinflamacije 1 pojavom
ciroze (Falleti i saradnici) [165,166]. Di Marco i saradnici su u svojoj studiji pokazali da osim
non-CCrs12979860 genotipova, starost pacijenata i prisustvo non-TTrs8099917 genotipova
imaju znacajnu korelaciju sa tezim stepenom fibroze, a u jednoj velikoj multietnickoj kohortnoj
studiji (Fabricio-Silva et al.) pokazano je da CTrs12979860 genotip i mlada dob predstavljaju
negativne prediktore nekrinflamatorne aktivnosti [167,168]. U naSoj sredini osim pomenute
studije Lazarevi¢ i saradnika i genotipizacije 1L28B do momenta postizanja SVR, nema
publikovanih rezultata o znacaju genotipova IL28B kao mogucih prediktora progresije fibroze,

kasnog virusoloskog relapsa i klinickog ishoda, a nakon SVR.
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1.6.2. Polimorfizmi UGT1ALl gena

UGT1AL gen se nalazi na 2. hromozomu i deo je velikog lokusa koji kodira za nekoliko
enzima iz grupe uridin difosfoglukuronozil transferaze (UGT), koje vrSe glukoronidaciju
lipofilnih molekula (bilirubina, nekih lekova, hormona i reaktivnih metabolita) u hidrofilne, koji
se potom eliminiSu putem mokra¢e [169]. Ovi enzimi takode spadaju i u indirektne
antioksidanse, zahvaljuju¢i sposobnosti metabolisanja odredenih ksenobiotika i mutagena
[169,170]. lzmene na nivou UGT1ALl gena i insercija timin-adenin (TA) sekvenci u regiji
promotera smanjuje transkripciju ovog gena za 67-82%, S§to ima za posledicu redukovanu
aktivnost enzima za 20-30% [171]. Ove genetske varijacije su najce$¢i uzrok blage nasledne
nekonjugovane hiperbilirubinemije- Gilbertovog sindroma (GS), koji se dovodi u vezu sa
prisustvom UGT1A1*28 genotipa (osobe sa GS su homozigoti sa 2 UGT1A1*28 alela, poseduju
7/7 genotip) [172]. Nova istrazivanja u oblasti farmakogenetike su pokazala i da odredeni
polimorfizmi ovog gena predstavljaju rizik za nastanak/terapijski neuspeh kod kolorektalnog
karcinoma i Ca dojke (zbog smanjene detoksikacije karcinogena). Takode je pokazano da mogu
biti prediktori nezeljenih reakcija tokom primene odredenih lekova (atazanavir, irinotekan,
belinostat), kao i moguc¢i prognosticki markeri hepatitis B virusne infekcije i nastanka HCC
[171,173-175]. Zbog rizika od neadekvatnog metabolizma pomenutih lekova (narocito
antineoplasti¢nih koji se Cesto koriste u onkologiji) i mnoStva neZeljenih efekata, postoje
preporuke za farmakogenomskim testiranjem koje se sprovode u svakodnevnoj klini¢koj praksi
[176].

Populacione studije su do sada pokazale da je zastupljenost UGT1A1*28 alela veoma
raznolika Sirom sveta, pri ¢emu je najredi u Aziji (oko 16%), a najzastupljeniji u Africi (43%) 1
Evropi (39%) [177]. Postoje podaci o zastupljenosti ovog alela i u naSoj okolini- Vukovi¢ i
saradnici su 2018. godine publikovali prve rezultate dobijene analizom 100 zdravih osoba, gde je
zastupljenost UGT1A1*28 polimorfizma bila 16%, sli¢no rezultatima autora iz Makedonije
(12,5%), Italije (16,7%) i Slovenije (13,6%) [178].

Medutim, postoji veoma ograni¢en broj studija koje su se bavile pitanjem zastupljenosti
razli¢itih genotipova UGT1A1 i njihovog moguceg uticaja kod pacijenata sa HHC. Samo dve
multietni¢ke studije daju podatke o =zastupljenosti UGT1A1*28 polimorfizma kod 15,7%

(Urbanek i saradnici) odnosno 10,4% (Souza i saradnici) pacijenata sa HCV infekcijom
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[171,179]. Zanimljivo je da postoje i publikovani i rezultati, koji ukazuju na korelaciju izmedu
prisustva ovog polimorfizma sa nivoom bilirubina i feritina (koji se smatra i indikatorom
hepaticke nekoinflamacije), ali bez korelacije sa bazalnom viremijom i stepenom fibroze, kod

terapijski iskusnih pacijenata [171,179,180].

UGT1A1*28 polimorfizam ima nesumnjiv farmakogenetski znacaj za pacijente sa HCV
infekcijom, jer se na pocetku primene terapije ribavirinom moze pojaviti klinicki znacajna
hiperbilirubinemija, pa se na taj na¢in genotipizacijom moze doneti i odluka o nastavku primene
ribavirina 1 iskljuciti ribavirinom indukovana hemoliza. Pored toga, pacijenti sa UGT1Al
polimorfizmom mogu imati i precenjene prognosticke skorove koji se odnose na stepen oStecenja
jetre (Child-Pugh and Model for End Stage Liver Disease-MELD) zbog povisenih vrednosti

bilirubina, koje ulaze u kalkulaciju ovih skorova [181,182].
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

U ovom istrazivanju, definisano je vise ciljeva:

1. Analiza pouzdanosti SVR kao prediktora terapijskog uspeha, toka i ishoda hroni¢ne hepatitis
C virusne infekcije, kod pacijenata sa preterapijskim teskim ostec¢enjem jetre (teska fibroza i
ciroza jetre).

2. Identifikovanje novih prediktora uspesnosti kombinovane antivirusne terapije, toka bolesti i
ishoda kod pacijenata sa teskom fibrozom i cirozom jetre.

3. Procena ucestalosti tezih formi bolesti-teske fibroze i ciroze jetre, toka i ishoda lecenja na
odeljenju hepatologije, Klinike za infektivne i tropske bolesti, Klinickog Centra Srbije u
periodu od 2003. godine do 2015. godine.
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3. BOLESNICI | METODE

3.1. Dizajn studije

Istrazivanje je sprovedeno u formi prospektivne opservacione kohortne studije, kako bi se
analizom dobijenih podataka mogle proveriti radne hipoteze i ostvariti ciljevi istraZivanja.
Kohortu ispitanika je ¢inilo 325 pacijenata sa hroni¢nom hepatitis C virusnom infekcijom i
patohistoloski potvrdenom teSkom fibrozom ili cirozom jetre, koji su leceni standardizovanim
protokolom PEG-IFN i ribavirinom u periodu od 1. januara 2003. do 1. novembra 2011. godine.
na odeljenju hepatologije 1l Klinike za infektivne i tropske bolesti u Beogradu, Klini¢kog Centra
Srbije (KCS) i koji su ispunili sve kriterijume za uklju¢ivanje u ovo istrazivanje. Nakon
zavrsetka terapije, pacijenti su praceni ambulantno u ovoj ustanovi, a kraj perioda pracenja je bio
decembar 2015.godine, smrtni ishod ili datum poslednjeg kontrolnog pregleda na koji se pacijent
odazvao. Odeljenje hepatologije Il KCS je odeljenje tercijernog zdravstvenog tipa, u kome je u
ispitivanom periodu le¢eno najvise bolesnika sa HCV infekcijom i to oko 1/3 od svih bolesnika

iz cele Srbije.

Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u ovu studiju su bili: potvrdena hroni¢na hepatitis
C virusna infekcija uz povisene vrednosti enzima jetre, starost od 18 do 65 godina, preterapijski
nalaz teske fibroze i ciroze (METAVIR >F2), kompletno sprovodenje protokola kombinovane
antivirusne terapije uz saglasnost o u¢es¢u u ovoj studiji. Hroni¢na hepatitis C virusna infekcija
(HHC) je definisana kao infekcija koja traje duze od 6 meseci, pracena promenjivom aktivnoscu
serumskih transaminaza, prisustvom detektibilne HCV RNK u krvi 1 histopatoloSkim
promenama u jetri [5]. Preterapijski patohistoloski nalaz teSke fibroze i ciroze (koji je definisan
kao skor po METAVIR-u >2, i to METAVIR F2-prisustvo bridging fibroze, METAVIR F3-
prisustvo brojnih promena bridging fibroze, METAVIR 4-ciroza) dobijen je perkutanom
biopsijom jetre kod 308 pacijenata bez kontraindikacija za ovu intervenciju. Kod 17 pacijenata
koriS¢ena je neinvazivna metoda elastografije jetre (Fibroscan), zbog kontraindikacija za biopsiju
jetre, na osnovu koje je procenom stisljivosti tkiva jetre procenjeno i prisustvo fibroze, kao i

inkluzivni METAVIR skor>2. Kombinovana antivirusna terapija je podrazumevala primenu
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protokola leCenja razli¢ite duzine (u zavisnosti od genotipa HCV) sa odredenim doznim

razlikama pegilovanim interferonom a-2a i a-2b uz ribavirin.

Kriterijumi za iskljuCivanje iz istrazivanja su bili: starost manja od 18 i veca od 65
godina, pacijenti sa lakSim stepenom oStecenja jetre (METAVIR<F2 tj. odsustvo fibroze),
pacijenti kod kojih je prekinuta primena antivirusne terapije iz bilo kog razloga, pacijenti sa HIV
i/ili HBV koinfekcijom, teSki komorbiditeti jetre (hemohromatoza, Wilsonova bolest, autoimuni
hepatitis, primarna bilijarna ciroza), dekompenzovana ciroza jetre, HCC, endokrinopatije
(hipo/hipertireoza), aktivna upotreba psihoaktivnih supstanci i alkoholnih pica, trudnoca, teska
psihijatrijska  oboljenja (psihoza, depresija), epilepsija, neutropenija  (<1500/mm?®) i

trombocitopenija (<50 000/mm?®).

3.2. Dijagnosticke metode-klinic¢ke i laboratorijske

Hepatitis C virusna infekcija je detektovana kod pacijenata prisustvom anti-HCV antitela
(ELISA testovima u parnim uzorcima), a potom su pacijenti retestirani na prisustvo virusne
nukleinske kiseline PCR metodom (Kvantitativni PCR HCV RNK Cobas Amplicor HCV Test
version 2.0, Roche Diagnostics, Menheim, osetljivosti: 50 IU/ml) nakon perioda pracenja od
najmanje 6 meseci (preterapijski), kako bi se ispunio kriterijum o hronicitetu HCV infekcije i
pokazala aktivna replikacija HCV. Nakon ispunjenja kriterijuma o hronicitetu HCV infekcije,
kod pacijenata sa detektibilnom viremijom i poviSenim vrednostima enzima jetre je radena i
genotipizacija HCV (Linear Array HCV genotyping test, Roche Diagnostics). Kod pacijenata sa
detektibilnom viremijom nakon postignutog SVR (kasni virusoloski relaps) je ponovljena
genotipizacija HCV, koja je mecovana sa preterapijskom, kako bi se iskljucila moguénost
reinfekcije. VirusoloSke analize (inicijalna serologija i PCR dijagnostika pre, posle terapije i
tokom perioda pracenja) je radena u virusoloskoj laboratoriji, sluzbe za mikrobiologiju,
Klini¢kog Centra Srbije i u virusoloskoj laboratoriji Instituta za mikrobiologiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu.

U cilju inicijalne (preterapijske) procene oStecenja jetre, kori§¢ene su neinvazivne
(EHOsonografija abdomena i elastografija jetre ®Fibroscan) i invazivne dijagnosticke metode (

sprovedena je kod ukupno 308 pacijenata bez kontraindikacija za perkutanu slepu aspiracionu
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biopsiju jetre uz fiksaciju, kalupljenje u parafinu i bojenja na Institutu za patologiju,
Medicinskog Fakulteta u Beogradu). Za histolosku procenu tezine oSteCenja jetre tj. stepena
fibroze, koris¢en je METAVIR skor, a za klinicki znacajnu fibrozu smatran je skor >F2. Kod
bolesnika sa cirozom jetre, dopunski je radena i ezofagogastroduodenoskopija, radi procene
prisustva variksa jednjaka. Tokom perioda pracenja, a u cilju procene regresije/progresije fibroze
jetre, kod pacijenata su kori$¢ene iskljucivo neinvazivne metode (elastografija jetre), a rebiopsije

nisu radene iz etickih razloga.

Kod svih pacijenata je u vise navrata (inicijalno, pre i tokom primene terapije, tokom
perioda pracenja) radena kompletna hematoloska (pregled krvne slike sa leukocitarnom
formulom) i biohemijska obrada-uklju¢uju¢i parametre jetrine funkcije (enzimi jetre-alanin
aminotrasferaza-ALT, aspartat aminotransferaza-AST, y-glutamiltransferaza-GGT, ukupni i
direktni bilirubin), holestaze (alkalna fosfataza-AF) i sintetske funkcije jetre (serumski nivo
albumina, protrombinsko vreme-PT). Pored toga analizirani su parametri bubrezne funkcije
(urea, kreatinin), elektroliti (natrijum, kalijum), lipidi (holesterol-Cho, trigliceridi-TG),
glikemija, feritin, imunoloske analize (antinuklearna antitela-ANA, antiglatkomiSi¢na At
(AGMA), antimitohondrijalna At (AMA) i At na antigen jetre, bubrega i misi¢a (anti-LKM 1),
tumorski markeri a-fetoprotein (AFP), hormoni Stitaste zlezde - T3, T4, TSH i antimikrozomalna
At (antiTPO). Sve navedene hematoloske i biohemijske analize su sprovedene u Sluzbi za

biohemiju, Klinickog Centra Srbije.

Tokom C¢itave studije pacijenti su bili redovno praceni ambulantno, ukljucujuci
anamnezu, fizikalni pregled, kontrolne hematoloske, biohemijske i virusoloske testove, kao i

neinvazivne imaging metode EHOsonografiju i ve¢ pomenutu elastografiju jetre.

Podaci o rizicima za HCV infekciju su dobijeni iz medicinske dokumentacije
(ambulantni kartoni i istorije bolesti). Trajanje infekcije je procenjivano kao vremenski period od
najverovatnijeg momenta infekcije (ukoliko je postojao anamnesti¢ki podatak o potencijalnom
riziku) i/ili detekcije anti-HCV pozitivnosti, do momenta kada je zapoceta primena antivirusne
terapije. U klinickoj praksi, ovaj vremenski period je predstavljao aproksimirano vreme tokom

kojeq je pacijent bio bez antivirusne terapije tj. terapijski naivan.
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Molekularna geneti¢ka dijagnostika (detekcija genotipova 1L28B i genotipova UGT1Al)
je sprovedena kod 42 pacijenata, na Institutu za molekularnu genetiku i genetski inZenjering,
Univerziteta u Beogradu. Svi pacijenti, ¢iji su uzorci krvi analizirani za biogenetske markere su
bili bele rase, srpskog porekla. Genomska DNK je ekstrahovana iz uzoraka periferne Kkrvi
(QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), a detekcija tri SNP-a u blizini
IL28B gena (rs12979860, rs12980275 and rs8099917) je sprovedena upotrebom sekvencnih
specificnih primera (SSP-PCR), ve¢ postoje¢om opisanom metodologijom [183]. Broj TA
ponavljanja u UGT1A1 promoteru je odredivan izmenjenom metodologijom, u odnosu na ranije
opisane [184]. Amplifikacija je sprovedena u ukupnoj zapremini od 25 pl, a reakcioni miks je
sadrzao 20 pmol svakog prajmera, 50-100 ng genomske DNK, 200 pmol/l svakog dNTP
(Fermentas, ON, Canada), 1x PCR reakcionog pufera (Qiagen), 1x Q rastvora (Qiagen), 2.75
mM MgCl,, 1 U HotStar DNK polimeraze (Qiagen). Inicijalna aktivacija DNK polimeraze je
bila na 95°C tokom 15 min, potom 35 ciklusa 30 sekundne denaturacije na 95°C, 30 sekundi na
63°C, i 30 sekundi elongacije na 72°C, sa kona¢nim periodom ekstenzije od 7 minuta na 72°C.
PCR fragmenti su vizuelizovani na 2% agar gelu i kona¢no analizirani 15% akrilamid

elektroforezom sa srebro-nitratom [184].

3.3 Terapijski protokol

Svi pacijenti su leceni kombinovanom antivirusnom terapijom PEG-IFN (pegilovani
interferon a-2a u dozi 180 pg ili pegilovani interferon a-2b u dozi 1,5 pg/kg telesne
tezine/nedeljno) uz ribavirin (doza od 1000 mg dnevno za pacijente sa <75 kg, ili 1200 mg

dnevno >75 kg) u trajanju od 24 nedelje za genotipove 2 i 3, kao i 48 nedelja za genotipove 1 i 4.

3.4 Period pracenja i ishodi

U cilju inicijalne procene uspesnosti leCenja analiziran je virusoloski odgovor na kraju
terapije (End of Treatment Response-ETR), koji je definisan kao odsustvo detektibilne HCV
RNK nakon zavrSetka terapije (nakon 24. nedelje terapije za pacijente sa genotip 2 i 3
infekcijom, tj. nakon 48 nedelja terapije za pacijente sa genotip 1 i 4 infekcijom). Pacijenti kod
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kojih je nalaz HCV RNK PCR bio negativan (nedetektibilna HCV RNK) po zavrSetku terapije su
smatrani za respondere, a pacijenti kod kojih je bila prisutna detektibilna HCV RNK su smatrani

za non-respondere.

Kao definitivan marker efikasnosti terapije, analizirano je postizanje stabilnog
virusoloskog odgovora (sustained virologic response- SVR) tj. negativan HCV RNK PCR
(nedetektibilna viremija) 6 meseci nakon zavrSene antivirusne terapije. Kod pacijenata koji su
postigli SVR primenjena terapija je bila uspe$na, a pacijenti koji nisu postigli SVR su

kategorisani kao pacijenti sa terapijskim neuspehom.
U periodu pracenja, analizirano je vise ishoda:

1. Virusoloski ishod kod pacijenata koji su postigli SVR-pri ¢emu su pacijenti
klasifikovani u dve kategorije:

-pacijenti sa postignutim stabilnim SVR (nedetektibilna viremija tj. negativan HCV RNK
PCR tokom perioda pracenja kod pacijenata koji su postigli SVR)

-pacijenti sa kasnim virusoloskim relapsom (pacijenti kod kojih je tokom perioda
prac¢enja detektovana HCV RNK u krvi, uprkos postignutom SVR, i kod kojih je ponovljano

odredivanje genotipa HCV odgovaralo preterapijskom).

U cilju evaluacije virusoloskog ishoda i dugotrajnosti SVR, svi pacijenti koji su postigli
SVR (n=209) su bar jednom retestirani na prisustvo HCV RNK u krvi, a kod pacijenata koji su
imali detektibilnu viremiju, radena su dva uzastopna retestiranja, uz ponovno odredivanje

genotipa HCV.

2. Biohemijski ishod kod pacijenata koji su postigli SVR, pri ¢emu su pacijenti

klasifikovani u dve kategorije:

-pacijenti sa povoljnim biohemijskim ishodom/biohemijska remisija (pacijenti kod kojih
su se nakon postignutog biohemijskog i virusoloSkog uspeha u periodu prac¢enja odrzavale

normalne vrednosti serumskih transaminaza)

-pacijenti sa nepovoljnim biohemijski ishodom/biohemijski relaps (pacijenti kod kojih je

tokom perioda pracenja registrovan skok vrednosti i perzistiranje povisene aktivnosti serumskih
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transaminaza uprkos postignutog biohemijskog i virusoloskog terapijskog uspeha u bar 2

uzastopna merenja)

3. Procena progresije fibroze u grupi pacijenata koji sa ostvarenim SVR sa razli¢itim
virusoloskim (stabilan SVR i virusoloski relaps) i biohemijskim (povoljan i nepovoljan

biohemijski ishod), pri ¢emu su pacijenti klasifikovani u tri kategorije:

-pacijenti sa progresijom fibroze/ciroze (porast METAVIR fibroza skora u odnosu na

preterapijske vrednosti, procenjeno Fibroscan-om)

-pacijenti sa stacionarnim nalazom fibroze/ciroze u odnosu na preterapijski (fibroza

METAVIR skor neizmenjen tokom perioda pracenja)

-pacijenti sa regresijom fibroze/ciroze (redukcija u fibroza skoru METAVIR tokom

perioda pracenja, a u odnosu na preterapijski skor)

4. Nezeljeni klinicki ishod tj. pojava komplikacija vezanih za jetrinu funkciju tokom
perioda pracenja, u grupi pacijenata sa postignutim SVR (ukljucujuéi pacijente sa razlicitim
virusoloSkim 1 biohemijskim ishodima) i terapijskim neuspehom, pri ¢emu su pacijenti

klasifikovani u dve kategorije:
-pacijenti bez razvoja komplikacija

-pacijenti sa komplikacijama- dekompenzacija jetrine funkcije (pojava ascitesa, ikterusa,
spontanog bakterijskog peritonitisa, krvarenja iz variksa jednjaka 1 nastanak hepaticke

encefalopatije) i/ili nastanak HCC.

Dekompenzacija ciroze je definisana kao epizoda ultrazvuéno verifikovane de novo
pojave intraabdominalne slobodne tecnosti (ascitesa), nastanak  spontanog bakterijskog
peritonitisa (potvrdenog mikrobioloskom izolacijom kulture ascitesa ili hemokulture), krvarenja
iz variksa jednjaka, vidljivog ikterusa (obi¢no sa vrednostima ukupnog bilirubina >35 pmol/L),
hepaticke encefalopatije (pojava razli¢itih poremecaja/ izmena stanja svesti, intelektualni deficit
ili promene u ponaSanju kod pacijenata sa bolestima jetre, a nakon isklju¢enja neuroloSke i

psihijatrijske patologije).
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Dijagnoza HCC je postavljena na osnovu pojave fokalnih lezija videnih na ultrazvuku, uz
potvrdu kompjuterskom tomografijom ili metodom nuklearne magnetne rezonance (NMR) uz
prisustvo znacajno poviSenih vrednosti tumorskog markera AFP i/ili patohistolo§kim pregledom

bioptiranih fokalnih promena (kod pacijenata koji su operativno zbrinuti).

5. smrtni ishod, pri ¢emu je on definisan kao smrtni ishod vezan za jetrinu funkciju
(uzrok smrti dekompenzacija jetrine funkcije, HCC ili varicealno krvarenje) 1 opsti (nevezanog
za jetrinu funkciju- npr. uzrok smrti kardiovaskularni incident, ekstrahepati¢ki malignitet itd).
Smrtni ishod u periodu pracenja je registrovan u celoj kohorti, tj. medu pacijentima sa SVR
(ukljucujuéi analizu prema virusoloskom, biohemijskom, klinickom ishodu i progresiji fibroze) i

pacijentima koji su doZiveli terapijski neuspeh.

3.5 Statisti¢ka analiza

U statistickoj obradi podataka bili su koris¢eni metodi deskriptivne (aritmeticka sredina,
medijana, standardna devijacija, procenat, interkvartilni opseg) i analiti¢ke statistike. U
zavisnosti od varijabiliteta podataka, od analitiCkih testova su kori§¢eni parametarski (Studentov

t- test sa Fisherovom korekcijom i ANOVA) i neparametarski (x” test, Kruskal-Wallis test).

Za analizu znacajnosti prediktivnih faktora (u delu analitike koji se odnosi na momenat
postizanja SVR) i u cilju smanjenja konfaundinga, kori$¢ene su metode univarijantne logisticke
analize (uz prikaz koeficijenta korelacije B, odnosa Sansi-engleski odds ratio tj. OR u intervalu
poverenja- confidence interval Cl od 95%) uz proveru statisti¢ke zna¢ajnosti na nivou od p<0,05,

a potom multivarijantna logisticka regresija.

Za parametre koji su analizirani tokom perioda pracenja-ukljucujuéi virusoloski,
biohemijski, klini¢ki ishod i prezivljavanje-koris¢ene su metode vremenski zavisne regresije tj.
Coxove regresione analize (uz prikaz koeficijenta korelacije B, koli¢nika rizika-hazard ratio tj.
HR u pomenutom intervalu poverenja), a za ilustraciju razlika u prezivljavanju izmedu dve grupe

pacijenata, u zavisnosti od terapijskog ishoda, je koris¢ena Kaplan Maier krivulja.
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Statisticka zna¢ajnost testova je procenjivana na nivoau 0,05 (statisticki znacajna razlika)
. Navedena statisticka obrada podataka je realizovana pomoc¢u programskog statistiCkog paketa

SPSS verzije 17.0 (IBM SPSS Statistics for Windows, Armonk, NY, USA).

3.6. Eticki aspekti studije

Izvodenje studije je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u
Beogradu 29/1X-8 od 21.09.2016.godine. Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa postulatima

Helsinske deklaracije.
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4. REZULTATI

4.1. Bazalne (preterapijske) karakteristike ispitanika

U posmatranom vremenskom periodu, praceno je i analizirano ukupno 325 pacijenata sa
hroni¢nom hepatitis C infekcijom, koji su ispunili kriterijume za ukljucivanje u studiju

(prethodno objasnjeni u poglavlju Bolesnici i Metode).

U Tabeli 1. su prikazane osnovne preterapijske (pre pocetka primene terapijskog
protokola PEG-IFN i ribavirina) karakteristike bolesnika, ukljucujuéi relevantne demografske,
epidemioloske, klini¢ke, patohistoloske i virusoloske varijable. Prose¢na starost pacijenata je bila
48 godina (medijana), u intervalu od 20-65 godina, pri ¢emu je najviSe pacijenata pripadalo
starosnoj kategoriji od 45-54 godina (n=111, tj. 34,2%, p<0,001). Takode je uocena i
predominacija pacijenata starosti >40 godina (n=228, tj. 70,2%) u odnosu na 97 pacijenata
(29,8%) mladih od 40. godina (p<0,001). Nije bilo statisticki znacajne razlike u zastupljenosti
polova (p=0,202) u ispitivanoj kohorti. Rizici za HCV infekciju su se takode znacajno razlikovali
u ispitivanoj populaciji, pri ¢emu je kod najveceg broja pacijenata rizik bio nepoznat (n=115, tj.
35,4%) ili je bila u pitanju primena transfuzije (n=104, tj. 32%). Duzina trajanja infekcije je bila

od 6 meseci do najvise 18 godina kod jednog pacijenta, a u proseku je iznosila 3,5 godine.

Nakon sprovedene patohistoloske dijagnostike kod ukupno 308 ispitanika (kod 17
bolesnika su postojale kontraindikacije za sprovodenje slepe aspiracione biopsije jetre), najveci
broj pacijenata je imao fibroza skor 2 po METAVIR-u (n=152, tj. 49,4%). U ispitivanoj grupi
pacijenata je gotovo tre¢ina (n=97 tj. 31,5%) imala cirozu jetre, tj. fibroza skor 4 po METAVIR-
u (p<0,001).

Genotipizacija HCV je pokazala da je dominantni genotip u ispitivanoj populaciji bio
genotip 1 (n=200, tj. 61,5% ispitanika), a najmanje zastupljen genotip 5 (n=4, tj. 1,2%)
(p<0,001).

Bazalna viremija od >800 000 IU/ml je uocena kod 54,7% ispitanika, sa prosecnom
logl0 HCV RNK od 5,96+0,66, ali bez statisticki znacajne dominacije pacijenata sa visokom

bazalnom viremijom (p=0,091).
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Tabela 1. Preterapijske epidemioloske, klinicke, patohistoloske i virusoloske

karakteristike pacijenata

<800 000 IU/ml HCV RNK, n (%)

143 (45,3%)

Varijable cela kohorta p
Pol (n,%)

Muski 174 (53,5%) 0,202
Zenski 151 (46,5%)

Starost (x£SD) godina 455+11,2

Starosne kategorije, godine (n,%)

16-24 13 (4%) <0,001
25-34 55 (16,9%)

35-44 70 (21,5%)

45-54 111 (34,2%)

55-65 76 (23,4%)

Put sticanja HCV infekcije, n (%)

PWID 59 (18,2%) <0,001
transfuzije 104 (32%)
operacije/intervencije 37 (11,4%)
profesionalna eksponiranost 10 (3,1%)

nepoznati 115 (35,3%)

DuzZina trajanja infekcije, godine (x+SD) 3,5+£3,9

Stepen fibroze jetre, n (%)*

METAVIR 2 152 (49,4%) <0,001
METAVIR 3 59 (19,2%)

METAVIR 4 97 (31,5%)

Genotip HCV, n (%)

Gl 200 (61,5%) <0,001
G2 14 (4,3%)

G3 89 (27,4%)

G4 13 (4%)

G5 4 (1,3%)

meSoviti 5 (1,5%)

Bazalna viremija (1U/ml)?

log10 HCV RNK (¥+SD) 5,9+0,6

>800 000 IU/ml HCV RNK, n (%) 173 (54,7%) 0,091

! slepa aspiraciona biopsija jetre je bila kontraindikovana kod 17 pacijenata, pa je ukupan broj

pacijenata kod kojih je METAVIR skor bio poznat n=308
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2 jako je bazalna viremija odredivana kod svih pacijenata i svakako bila detektibilna (zahvaljujuéi
¢emu je sprovedena i genotipizacija HCV RNK), kod nekolicine pacijenata (n=9) nisu mogli biti
pronadeni rezultati preterapijskog PCR u raspolozivoj medicinskoj dokumentaciji, pa je analizirano

ukupno 316 preterapijskih nalaza HCV RNK PCR

4.2. Efekat primene antivirusne terapije i ETR

Tokom primene antivirusne terapije najce$¢i nezeljeni efekti (Tabela 2.) su bili
konstitucionalni (flu-like sindrom, zamorljivost, muc¢nina, dijarea, alopecija), lokalne reakcije na
mestu aplikovanja interferona, neuropsihijatrijski (depresija, nesanica) i hematoloski (citopenije)

poremecaji.

Tabela 2. Najéesce zabelezeni nezeljeni efekti primene kombinovane antivirusne terapije

PEG-IFN i ribavirinom

PEG-IFN n (%) ribavirin n (%)
Flu-like sindrom® | 205 (63,1%) anemija® | 115 (35,4%)
lokalne reakcije 183 (56,3%) mucnina 91 (28%)

zamor 159 (48,9%)
trombocitopenija® 98 (30,2%)
depresija 71 (21,8%)
neutropenija’ 52 (16%)
dijarea 29 (8,9%)
nesanica 20 (6,2%)
alopecija 10 (3,1%)

! Flu-like sindrom podrazumeva grupu znakova (povisena tel. temperatura) i konstitucionalnih

tegoba (bolovi u misi¢ima, zglobovima, glavobolja, jeza, drhtavica)

2 apsolutni broj trombocita < 100 000/uL
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% apsolutni broj neutrofila < 500 éelija/mm?®

* koncentracija hemoglobina <100 g/L

Kod 35 pacijenata (10,7%) nacinjeni su kratkotrajni prekidi u primeni antivirusne
terapije zbog pojave nezeljenih efekata, i to po jedan prekid kod 21 (6,5%) pacijenta, dva i tri
prekida kod po 6 bolesnika (1,9%) i ¢ak 6 prekida kod jednog bolesnika (0,3%). Zbog pojave
nezeljenih efekata je kod veceg broja pacijenata kratkotrajno primenjivana i redukovana doza
PEG-IFN tj. kod 230 pacijenata (70,7%), dok je kod 70 pacijenata (21,5%) redukovana doza
ribavirina. Ove redukcije doza lekova su sprovodene uglavnom na samom pocetku terapije, tj. u
prvih 8 nedelja terapije (70%). Prekidi terapije su bili kratkotrajni i bez efekta na postizanje ETR
(p=0,568), a nakon rezolucije nezeljenih dogadaja, antivirusna terapija je nastavljena i

kompletirana prema ve¢ opisanom protokolu.

Nakon zavrSene antivirusne terapije, ETR je postignut kod 271 pacijenata (83,4%), dok je
54 pacijenata (16,6%) imalo detektibilnu viremiju (non-responderi). Biohemijski odgovor tj.
normalizacija vrednosti serumskih transaminaza, na kraju terapije, je ostvaren kod 251 pacijenta
(77,2%).

100%  100%
92.90% gg ggy 92.30%

78.50%

stopa ETR

G1 G2 G3 G4 G5  medoviti

Grafikon 1. Stope ostvarenog ETR u zavisnosti od genotipa HCV
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Stopa postizanja ETR nije se znacajno razlikovala u zavisnosti od genotipa HCV
infekcije (Grafikon 1.) (p=0,087), a kretala se od najnize 78,5% kod genotip 1 HCV infekcije do

maksimalnih 100% kod pacijenata sa genotip 5 HCV infekcijom i meSovitim genotipom (kod

ukupno 9 bolesnika).

4.3. Uspeh terapije i SVR

43.1. ETRiSVR

Nakon 6 meseci od zavrsetka primene kombinovane antivirusne terapije po opisanom
protokolu, SVR je postignut kod 209 od ukupno 325 pacijenata (64,3%), od ¢ega je 194 (92,8%)

prethodno postiglo i ETR (Grafikon 2.).

- 15(7,2%)
H nije ostvaren ETR
194 - ETR
(92,8%)
77
(66,4%)
SVR terapijski neuspeh

Grafikon 2. Razlike u zastupljenosti ETR kod pacijenata sa ostvarenim SVR u odnosu na

pacijente sa terapijskim neuspehom (p<0,001)
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Kod 116 pacijenata (35,7%) je registrovana detektibilna viremija 6 meseci nakon
zavrSene terapije (terapijski neuspeh, bez postizanja SVR), a u ovoj grupi pacijenata je 77
(66,4%) prethodno ostvarilo ETR (tzv. ,,relaps®), dok 39 pacijenata (33,6%) nije imalo prethodno
ostvaren ETR (,,non-responderi). Pokazana je i statisticki znacajno veca zastupljenost ETR kod
pacijenata koji su ostvarili terapijski uspeh u odnosu na pacijente sa terapijskim neuspehom
(p<0,001).

4.3.2. Preterapijske karakteristike i terapijski zavisni faktori kod pacijenata sa

postignutim SVR

Na Tabeli 3. su prikazane relevantne preterapijske karakteristike pacijenata (ukljucujuci
demografske, epidemioloske, virusoloSke 1 klinicke karakteristike) i razlike izmedu dve grupe

pacijenata u zavisnosti od postignutog SVR.

Pokazano je da su pacijenti, kod kojih je postignut SVR, bili mladi (43,15+11,1 godina) u
odnosu na pacijente sa terapijskim neuspehom (49,7+10 godina) (p<0,001), kao i brojniji u
starosnoj kategoriji <40 godina (37,8% u grupi SVR vs. 15,5% sa terapijskim neuspehom,
p<0,001).

Najveéi broj pacijenata sa SVR je imalo nepoznati rizik za HCV infekciju i
posttransfuzijski (po 31,6%), a potom iz grupe PWID (21,5%). Daljim uvidom u rezultate,
najvisa stopa SVR se belezi upravo u populaciji PWID (45/59 tj. kod 76,3% pacijenata), kao i u
grupi pacijenata sa postoperativno steCenom HCV infekcijom (28/37 tj. kod 75,7%), dok je
najveéi procenat terapijskog neuspeha bio u grupi pacijenata koji su stekli infekciju posle

profesionalne ekspozicije 6/10 tj. 60% i na nepoznat nacin 49/115 tj. 42,6% (p<0,05).

Izmedu ove dve grupe pacijenata (SVR i terapijski neuspeh), pokazana je i statisticki
znaCajna razlika u distribuciji genotipova-genotip 1 infekcija je bila prisutna kod 52,2%
pacijenata sa SVR, dok je ovaj genotip bio prisutan kod ¢ak 78,4% pacijenata sa terapijskim

neuspehom (p<0,001). Analizom pacijenata prema genotipu-pokazano je da je od ukupno 200
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pacijenata sa G1-HCV infekcijom 54,5% postiglo SVR, a medu 125 pacijenata sa non-G1
infekcijom 80% je postiglo SVR (p<0,001).

Medu pacijenatima sa terapijskim neuspehom su bili zastupljeniji pacijenti koji su imali
preterapijsku cirozu, u odnosu na pacijente sa postignutim SVR (42,4% vs. 25,7%, p<0,001). Od
ukupno 97 pacijenata sa cirozom (METAVIR 4), SVR je postignut kod 52 pacijenata (53,6%).
Medutim upadljiva je razlika u postizanju SVR u grupi pacijenata sa METAVIR 2 skorom
(n=152), medu kojima je SVR postignut kod 120 (78,9%) pacijenata vs. 32 (21,1%) sa
terapijskim neuspehom (p<0,001).

Medutim, analizom ostalih varijabli-kao $to su pol i duzina trajanja infekcije (kako
prosecnoj, tako i posle kategorisanja u dve grupe) izmedu pacijenata koji su ostvarili SVR 1
pacijenata kod kojih je terapija bila neuspes$na, nije pronadena statisticki znacajna razlika

(p>0,05) (Tabela 3).

Takode, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu dve grupe pacijenata po pitanju
konzumiranja alkohola, gojaznosti (tj. BMI>27), steatoze jetre, kao i preterapijskih vrednosti

viremije (ukljucujuci uéestalost visoke bazalne viremije >800 000 IU/ml) (Tabela 3).
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Tabela 3. Razlike u preterapijskim karakteristikama pacijenata sa postignutim SVR

(n=209) u odnosu na pacijente sa terapijskim neuspehom (n=116)

Varijable SVR (n=209) terapijski neuspeh (n=116) p
Pol (n,%)
Muski 118 (56,6%) 56 (48,3%) 0,156
Zenski 91 (43,4%) 60 (51,7%)
Starost (x+SD) godina 43,15+11,1 49,7110 <0,001
Starosne kategorije, godine (n,%)
<39 79 (37,8%) 18 (15,5%) <0,001
>40 130 (62,2%) 98 (84,5%)
BMI>27, n(%)" 28 (14,8%) 13 (12,5%) 0,725
Put sticanja HCV infekcije, n(%)
PWID 45 (21,5%) 14 (12%) 0,03
transfuzije 66 (31,6%) 38 (32,8%)
operacije/intervencije 28 (13,4%) 9 (7,7%)
profesionalna eksponiranost 4 (1,9%) 6 (5,3%)
nepoznati 66 (31,6%) 49 (42,2%)
Konzumiranje alkohola, n(%) 25 (12%) 16 (13,8%) 0,634
DuZina trajanja infekcije, (x+SD) godine 3,46+3,78 3,67+4,27 0,653
<5 godina, n(%) 150 (71,7%) 82 (70,7%) 0,836
>5 godina, n (%) 59 (28,2%) 34 (29,3%)
Stepen fibroze jetre, n(%)’
METAVIR 2 120 (59,1%) 32 (30,2%)
METAVIR 3 30 (14,8%) 29 (27,4%) p<0,001
METAVIR 4 52 (25,7%) 45 (42,4%)
Prisustvo steatoze, n(%)° 54 (27,4%) 35 (31,3%) 0,514
Genotip HCV, n(%)
Gl 109 (52,2%) 91 (78,4%) p<0,001
non-G1 100 (47,8 %) 25 (21,6%)
Bazalna viremija*
>800 000 1U/ml HCV RNK, n(%) 111 (54,7%) 62 (54,9%) 0,974
<800.000 1U/ml HCV RNK, n(%) 92 (45,3%) 51 (45,1%)
logl0 HCV RNK IU/ml (x+SD) 5,97+0,66 5,94+0,66 0,734

podaci 0 BMI su bili raspoloZivi za ukupno 293 pacijenata, i to 189 iz grupe SVR i 104 iz grupe

sa terapijskim neuspehom
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’podaci 0 METAVIR skoru su bili raspolozivi kod ukupno 308 pacijenata, kod kojih je radena
slepa aspiraciona biopsija jetre, od toga 202 pacijenata iz grupe SVR i 106 pacijenata iz grupe sa

terapijskim neuspehom

podaci o prisustvu steatoze su bili raspoloZivi za ukupno 309 pacijenata, od toga 197 sa

postignutim SVR i 112 sa terapijskim neuspehom

“podaci o bazalnoj viremiji su bili raspolozivi kod ukupno 316 pacijenata, od toga 203 sa

postignutim SVR i 113 pacijenata sa terapijskim neuspehom

Analizirane su i vrednosti preterapijskih laboratorijskih parametara (hematoloski i
biohemijski), pri cemu je uocena statisticki znacajna razlika u bazalnim vrednostima trombocita,

zastupljenosti inverzije transaminaza, glikemije i vrednosti AFP (p<0,05) (Tabela 4).

Pokazano je da je apsolutni broj trombocita pre pocetka terapije bio visi u grupi SVR
(195,6£58,8 vs.179,5£59, p=0,02), dok je kod pacijenata sa terapijskim neuspehom bila
zastupljenija inverzija serumskih transaminaza (12,1% vs. 5,7% kod SVR, p=0,04), vise
vrednosti glikemije (6,12+1,66 vs. 5,68+1,54 kod SVR, p=0,028) i vise vrednosti AFP
(7,8846,32 vs. 5,86+4,78, p=0,01).

Medutim, vrednosti ostalih hematoloskih parametara (osim pomenutog ukupnog broja
trombocita), nisu se znafajno razlikovale izmedu ove dve grupe pacijenata. Takode nisu
pokazane razlike u preterapijskim prosecnim vrednostima serumskih transaminaza, bilirubina,
GGT, albumina, ukupnih proteina, holesterola, triglicerida i azotnih materija u krvi u zavisnosti
od postignutog SVR (Tabela 4).
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Tabela 4. Razlike u preterapijskim vrednostima relevantnih laboratorijskih parametara

(hematoloski i biohemijski) pacijenata sa postignutim SVR u odnosu na pacijente sa terapijskim

neuspehom
Varijable SVR terapijski neuspeh p
Hematolo$ki parametri (x+SD)
Le (x10° éel/uL) 6,86+1,8 6,82+2,2 0,867
Er (x10° éel/uL) 4,6+0,6 4,37+0,5 0,620
Hgb (g/L) 144,7+18,8 144 5+14 0,934
Thr (x10% ¢el/uL) 195,58+58,8 179,5+59 0,02
<100x10° Thr, n (%) 5 (2,4%) 5 (4,3%) 0,337
Biohemijski parametri (x+SD)
AST (U/L) 64,87+45,7 70,143 0,311
ALT (U/L) 114,7+88,76 103,7+69,2 0,252
AST/ALT>1, n (%) 12 (5,7%) 14 (12,1%) 0,044
ALT>3X, n (%) 48 (23%) 25 (21,6%) 0,77
uk.bilirubin (umol/L) 11,8945,24 12+4,33 0,854
GGT (U/L) 59,64+58,78 76178 0,158
albumin (g/L) 36,8+9,6 35,6+9,4 0,364
uk.proteini (g/L) 76,5+9,7 79,8+14,9 0,107
Cho (mmol/L) 527+2,1 5,542 0,406
Tg (mmol/L) 2,56+1,1 2,6+1,1 0,66
glikemija (umol/L) 5,68+1,54 6,12+1,66 0,028
urea (umol/L) 5,7+3,6 57+2,5 0,914
kreatinin (mmol/L) 71,116 71,9+15,9 0,672
PT" (%) 85+14,9 82,6+13,4 0,183
AFP* (umol/L) 5,86+4,78 7,8846,32 0,01

'protrombinsko vreme

2 AFP normalni opseg 1,08-8,04 ug/L (CMIA)
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Ispitan je uticaj terapijskih faktora na postizanje SVR (Tabela 5.), pri ¢emu pokazano da

je nedetektibilna viremija na kraju terapije (ETR) bila znacajno zastupljenija kod pacijenata sa
postignutim SVR (92,8% vs. 66,4%, p<0,001).

Nije pokazana statisticki znacajna razlika izmedu ove dve grupe pacijenata kada su u

pitanju prekidi terapije, redukcije doze lekova i brojnosti nezeljenih efekata (p>0,05).

Tabela 5. Zastupljenost ETR i terapijski-zavisnih varijabli kod pacijenata sa postignutim

SVR u odnosu na pacijente sa terapijskim neuspehom

Varijable, n(%) SVR terapijski neuspeh p

ETR 194 (92,8%) 77 (66,4%) <0,001
>2 prekida terapije 4 (1,9%) 3 (2,6%) 0,703
redukcija doze IFN 143 (69,4%) 87 (75,7%) 0,248
redukcija doze RBV 46 (22%) 24 (20,7%) 0,888
>2 nezeljena efekta 142 (67,9%) 81 (69,8%) 0,803
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4.3.3. Nezavisni prediktori SVR

U cilju otkrivanja nezavisnih prediktora postizanja SVR, univarijantnom logistiCkom
analizom je testirano 12 mogucih nezavisnih prediktora (Tabela 6.), pri ¢emu je statisticka
znacajnost pokazana kod 5 prediktora, koji su potom retestirani multivarijantnom logistiCkom
regresijom. Pokazano je da su starost<40 godina, intravenska upotreba narkotika kao rizik za
HCV infekciju, non-G1 infekcija, nizi METAVIR skorovi i postignut ETR bili u statisticki

znacajnoj vezi sa postizanjem SVR.

Tabela 6. Univarijantna analiza nezavisnih prediktora SVR

Varijable n (%) univarijantna OR (95% ClI) p
muski pol 118 (56,5%) 1,389 (0,881-2,119) 0,157
starost<40 godina 79 (37,8%) 3,309 (1,860-5,881) <0,001
BMI>27 28 (14,8%) 1,217 (0,601-2,461) 0,585
PWID 45 (21,5%) 1,999 (1,045-3,825) 0,036
trajanje infekcije <5 god 150 (71,8%) 1,050 (0,639-1,730) 0,836
non G1 100 (47,8%) 3,339 (1,987-5,612) <0,001
preterapijski HCV RNK <800 000 [U/ml 92 (45,3%) 1,008 (0,635-1,600) 0,974
METAVIR F2-F3 146 (73,7%) 2,217 (1,340-3,665) 0,002
steatoza jetre 54 (27,4%) 0,831 (0,500-1,380) 0,514
preterapijski Thr<100 (x10° ¢eliL) 5 (2,4%) 0,544 (0,154-1,920) 0,337
preterapijski ALT>3x 48 (23%) 1,085 (0,628-1,876) 0,89
ETR 184 (92,8%) 6,550 (3,415-12,560) <0,001

Multivarijantna regresija (Tabela 7.) je pokazala da su nezavisni prediktori SVR bili:
postizanje ETR (OR=7,235; 95%CI1=3,480-15,042; p<0,001), starost<40 godina (OR=3,357;
95%CI=1,536-7,334; p=0,002), infekcija non-G1 HCV (OR=3,005; 95%CI=1,601-5,640;
p=0,001) i odsustvo ciroze tj. METAVIR skor F2-F3 (OR=1,795; 95%CIl= 1,010-3,191,
p=0,046)
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Nije pokazan statisticki znacajan uticaj odredenih faktora vezanih za same pacijente (pol,
naCin sticanja infekcije, gojaznost, steatoza jetre), duzinu trajanja infekcije, 1 laboratorijske
parametre (bazalna viremija, preterapijska teSka trombocitopenija i visoka aktivnost ALT)

(p>0.05) (Tabela 7).

Tabela 7. Multivarijantna analiza nezavisnih prediktora SVR

Varijable n (%) multivarijantna OR (95% CI) p
starost<40 godina 79 (37,8%) 3,357 (1,536-7,334) 0,002
PWID 45 (21,5%) 0,647 (0,277-1,507) 0,312
non G1 100 (47,8%) 3,005 (1,601-5,640) 0,001
METAVIR F2-F3 146 (73,7%) 1,795 (1,010-3,191) 0,046
ETR 184 (92,8%) 7,235 (3,480-15,042) <0,001

4.3.4. SVR i polimorfizmi UGT1ALl gena

Kod 42 pacijenata, koji su postigli SVR, analizirano je prisustvo razli¢itih polimorfizama

UGT1A1 gena, sa posebnim osvrtom na prisustvo UGT1A*28 genotipa.

Analizom relevantnih preterapijskih karakteristika pacijenata-markera vezanih za HCV
infekciju (viremija, genotip, stepen fibroze jetre) i vrednosti osnovnih biohemijskih parametara,
pokazano je da su pacijenti sa UGT1A1*28 genotipom imali statisticki znac¢ajno vise vrednosti

ukupnog bilirubina (p<0,001) i nize vrednosti feritina (p<0,05) (Tabela 8).

Daljom analizom je utvrdeno da je hiperbilirubinemija sa vrednostima ukupnog bilirubina
veéim od 17 umol/L zabeleZzena znacajno ¢eSc¢e kod pacijenata sa UGT1A1*28 genotipom (kod
60% tj. n=6) u odnosu na 6,3% (n=2) pacijenata koji su bili heterozigoti za ovaj alel (p=0,001).
Regresionom analizom je pokazano da postoji statisticki znacajna regresiona korelacija izmedu
vrednosti ukupnog bilirubina i feritina sa prisustvom UGT1A1*28 genotipa (p<0,05). Nije bilo

statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova HCV, vrednostima METAVIR skora,
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bazalne viremije i drugih ispitivanih biohemijskih parametara kod pacijenata u zavisnosti od
prisustva UGT1A1*28 genotipa (p>0,05) (Tabela 8).

Tabela 8. Razlike u relevantnim preterapijskim parametrima pacijenata sa SVR (n=42) u

zavisnosti od prisustva UGT1A1*28 genotipa

Varijable UGT1A1*28 genotip heterozigoti p
genotip HCV
Gl 6 (60%) 22 (68,8%) 0,856
G2 1 (10%) 2 (6,3%)
G33 3 (30%) 8 (25%)
Bazalna viremija HCV RNK (1U/ml)
<800 000 3 (30%) 11 (34,4%) 0,798
>800 000 7 (70%) 21 (65,6%)
Stepen fibroze jetre (METAVIR)
F2 5 (50%) 13 (40,6%) 0,501
F3 1 (10%) 9 (28,1%)
F4 4 (40%) 10 (31,3%)
Preterapijski biohemijski parametri
AST (U/L) 715+ 57 65,4+38,4 0,703
ALT (U/L) 172,7+£102 114,5+93 0,174
GGT (U/L) 58,7+69 67,3+70,9 0,796
albumin (g/L) 38+9,3 407,72 0,339
ukupni proteini (g/L) 71,7£7,5 72,6£9,09 0,598
feritin (pg/mi) 66,1+63,2 184,09+163,3 0,032
ukupan bilirubin (umol/L) 19,547 10,9845,2 0,001
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4.4. Period pracenja

Nakon 6 meseci od zavrSetka terapije i procene postignutog terapijskog uspeha (SVR),
nastavljeno je pracenje pacijenata, koje je u proseku iznosilo za celu kohortu 60,9+37,6 meseci

(u intervalu od najkraceg perioda 9 meseci, pa do maksimalnih 13 godina nakon SVR).
4.4.1. Virusoloski ishod

Tokom perioda pracenja je zabelezena detektibilna viremija kod 14 pacijenata (14/209 t;.
kod 6,7% pacijenata koji su postigli SVR, odnosno 14/325 tj. kod 4,3% pacijenata u odnosu na

¢itavu kohortu), koji su smatrani za kasne relapsere.

Analizom preterapijskih karakteristika pacijenata (Tabela 9.), uo¢eno je da je u grupi
kasnih relapsera postojala predominacija pacijenata sa cirozom i to kod 38,5% , u odnosu na
25,4% pacijenata sa stabilnim SVR (p=0,023) i sa visokom bazalnom viremijom >800 000 1U/ml
(71,4% vs. 45% u grupi stabilnog SVR, p<0,05). Medu kasnim relapserima je primecena

infekciju je bila primena transfuzija (kod 50% pacijenata, p=0,048).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u polnoj i starosnoj strukturi pacijenata sa stabilnim
SVR i kasnih relapsera, niti je pokazano da postoji znacajna razlika u zastupljenosti posmatranih
varijabli vezanih za same pacijente (visok BMI, prisustvo steatoze, konzumiranje alkohola) i

HCV infekciju (duzina trajanja infekcije, genotip HCV, prosec¢na bazalna viremija) (p>0,05).

Analizom ucestalosti razlic¢itih alela 1L28B (Tabela 9.), pokazano je da je medu
pacijentima, koji su ostvarili stabilan SVR bila znacajno veca zastupljenost povoljnog genotipa
CCrs12979860 (82,1% vs. 42,9% kod kasnih relapsera, p=0,009), dok je u grupi kasnih relapsera
bio zastupljeniji TT rs12979860 genotip (21,4 vs. 10,7% pacijenata sa stabilnim SVR, p=0,025).

Osim razlika u zastupljenosti ova dva alela polimorfizma rs12979860, nije registrovana
statistiCki znaCajna razlika u zastupljenosti drugih polimorfizama, kao $to su GGrs8099917,
TTrs8099917 i1 AArs12980275 (p>0,05). Takode nije bilo statisticki znacajne razlike u
zastupljenosti UGT1A1*28 genotipa medu pacijentima iz ove dve grupe (p=0,746).
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Tabela 9. Preterapijske karakteristike pacijenata, koji su postigli stabilan SVR i kasnih

relapsera

Varijable stabilan SVR (n=195)  kasni virusoloski relaps (n=14) p
Pol (n,%)
Muski 112 (57,4%) 6 (42,9%) 0,288
Zenski 83 (42,6%) 8 (57,1%)
Starost (xxSD) godine 43.2+11.3 43,149,4 0,991
godine (Medijana) godine 43 42
Starosne kategorije (n,%)
<39 godina 73 (37,4%) 6 (42,9%) 0,686
>40 godina 122 (62,6%) 8 (57,1%)
BMI1>27, n (%) 26 (13,3%) 2 (14,3%) 0,852
Put sticanja HCV infekcije, n (%)
PWID 43 (22,1%) 1(7,1%) 0,048
transfuzije 60 (30,8%) 7 (50%)
operacije/intervencije 26 (13,3%) 2 (4,3%)
profesionalna eksponiranost 3 (1,5%) 1(7,1%)
nepoznati 63 (32,3%) 3 (21,4%)
Konzumiranje alkohola, n (%) 23 (11,8%) 2 (14,3%) 0.677
DuZina trajanja infekcije (x+SD) 2,6+0,89 3,5+0,3 0,401
<5 godina, n(%) 139 (71,3%) 12 (85,7%) 0,244
>5 godina,n(%o) 56 (28,7%) 2 (14,3%)
Stepen fibroze jetre
ciroza n (%) 47 (25,4%) 5 (38,5%)
METAVIR 2/3 n (%) 138 (74,6%) 8 (61,5%) 0,023
Prisustvo steatoze, n (%) 50 (27,2%) 4 (30,8%) 0,779
Genotip HCV, n (%)
Gl 102 (52,3%) 7 (50%) 0,867
non-G1 93 (47,7 %) 7 (50%)
Bazalna viremija, n (%)
HCV RNK >800 000 1U/ml 85 (45%) 10 (71,4%) 0,05
HCV RNK<800 000 1U/ml 104 (55%) 4 (28,6%)
log10 HCV RNK 1U/ml Medijana 59 6,15 0.734
polimorfizmi IL-28B 'n (%)
CCrs12979860 23 (82,1%) 6 (42,9%) 0,009
TTrs12979860 3 (10,7%) 3 (21,4%) 0,025
GG rs8099917 3 (10,7%) 2 (14,3%) 0,736
TT rs8099917 4 (14,3%) 0 (0%) 0,137
AArs12980275 4 (14,3%) 2 (14,3%) 0,986
polimorfizmi UGT1AL" n (%)
UGT1A1*28 genotip 6 (22,2%) 4 (26,7%) 0,746
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! polimorfizmi IL28B i UGT1A1 su odredivani kod ukupno 42 pacijenata sa SVR (28 pacijenata
sa stabilnim SVR i 14 kasnih relapsera)

Multivarijantnom Coxovom regresionom analizom preterapijskih  karakteristika
pacijenata (Tabela 10.) pokazana je statisticki znaCajna negativna povezanost CCrs12979860
genotipa sa pojavom kasnog virusoloskog relapsa (p=-1,380, p=0,013). Drugi preterapijski
parametri, kao Sto su muski pol, starost, gojaznost, upotreba intravenskih narkotika, duzina
trajanja infekcije, genotip HCV, prisustvo ciroze, steatoze i vrednosti trombocita i ALT, nisu

imali statisticki znacajnog uticaja na nastanak kasnog virusoloskog relapsa (Tabela 10).

Tabela 10. Multivarijantna Cox regresija preterapijskih faktora rizika za nastanak kasnog

virusoloskog relapsa

preterapijske varijable beta HR 95%CI p

muski pol -0,582 0,765 0,265-2,211 0,621
starost>40 godina 0,604 1,830 0,624-5,365 0,271
BMI>27 -0,550 0,577 0,123-2,708 0,486
PWID 0,945 2,572 0,334-19,798 0,364
trajanje infekcije >5 god -0,883 1,578 0,349-7,133 0,554
genotip 1 HCV 0,384 1,469 0,510-4,226 0,476
preterapijski HCV RNK>800,000 ~ -1,009 0,366 0,114-1,182 0,093
ciroza 0,241 1,273 0,392-4,130 0,231
steatoza -0,011 0,389 0,304-3,218 0,985
preterapijski Thr<100 (xlO3 cellul) 3,034 37,820 0,000-5,451 0,841
preterapijski ALT>3x -0,209 0,811 0,177-3,724 0,788
CCrs12979860 [ -1,814 0,522 0,278-0,979 0,013
TTrs12979860 0,821 2 0,462-8,664 0,358
GGrs8099917 -0,329 1,333 0,251-7,084 0,737
TTrs8099917 20,64 1,167 1,003-1,357 0,999
AArs12980275 0,423 1 0,208-4,814 0,968
UGT1A1*28 -0,027 0,974 0,365-2,594 0,957

Non- CC genotip je bio prevalentniji kod pacijenata sa kasnim virusoloSkim relapsom i to

kod 8 (61,5%) vs. 6 (20,7%) sa CCrs12979860 genotipom (p=0,015), sa relativnim rizikom za
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kasni virusoloski relaps, koji je bio 6 puta veci u odnosu na povoljniji CC genotip (RR=3,2; 95%

Cl=1,278-7,982 vs. RR=0,522; 95% CIl= 0,278-0,979).

4.4.2. Biohemijs

ki ishod

Kako bi se procenio biohemijski ishod kod pacijenata sa postignutim SVR, svi pacijenti u

ovoj grupi (n=209) su imali bar dve ili viSe hematoloSkih i biohemijskih evaluacija, tokom

perioda pracenja. Najveéi broj pacijenata iz ove grupe (73,6%) je imalo kontinuitet u pracenju

biohemijskih parametara od >5 godina, sa rutinskim laboratorijskim evaluacijama od bar 2 puta

godisnje.

Tokom perioda pracenja je kod 174 (83,3%) pacijenata ostvaren i povoljan biohemijski

ishod (biohemijska remisija), dok je nepovoljan biohemijski ishod (biohemijski relaps) sa

porastom vrednosti enzima jetre zabelezen kod 35 (16,7%) pacijenata, koji su ostvarili SVR.

Daljom analizom (Grafik 3.) je pokazano da je biohemijski relaps bio znacajno ¢es¢i kod

pacijenata sa kasnim virusoloskim relapsom u odnosu na pacijente sa stabilnim SVR (57,1%

vs.13,8%, p<0,000).

168 (86,2%)

stabilan

;e

27 (13,8%)

6 (42,9%)

8 (57,1%)

.

SVR

kasni relaps

biohemijska remisija
m biohemijski relaps

Grafik 3. Biohemijski ishodi kod pacijenata u zavisnosti od virusoloskog ishoda
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Univarijantnom logistiCkom regresijom je analiziran biohemijski ishod, kao moguci
prediktor kasnog virusoloskog relapsa, ali nije pokazana statisticki znacajna korelacija (OR=

1,389 za 95%CI=0,367-5,261; p=0,629).

Analizom prosecnih vrednosti relevantnih biohemijskih parametara, izmedu pacijenata sa
kasnim virusoloskim relapsom i stabilnim SVR (Tabela 11.), pokazano je da su preterapijske
vrednosti ukupnog bilirubina (15,8+9,6 vs. 11,6+4,8, p=0,01) i AFP (8,7£10,6 vs. 5,39+3,1,

p=0,014) bile znacajno vise kod pacijenata sa kasnim virusoloskim relapsom.

Takode je pokazano da su i tokom perioda prac¢enja poredenjem vrednosti hepatograma
izmedu pacijenata sa kasnim virusoloSkim relapsom 1 stabilnim SVR, prosecne vrednosti AST
(44,7+32,8 vs. 29,2+22,8), ALT (52,35+40,3 vs. 28,56+22,6) i ukupnog bilirubina (12,58 4,74
vs. 8,86+3) bile statistiCki znacajno viSe u grupi pacijenata sa kasnim virusoloSkim relapsom
(Tabela 11).

Tabela 11. Prosecne vrednosti relevantnih biohemijskih parametara preterapijski i tokom
perioda pracenja (tj.vrednosti hepatograma prilikom poslednje laboratorijske kontrole) kod

pacijenata sa stabilnim SVR i kasnim virusolo§kim relapsom

preterapyski pracenje
Varijable stabilan SVR  kasnirelaps p' stabilan SVR kasni relaps pt
AST (TU/ml) 66=46.8 51=21.16 0.234 292322 8 44,7328 0.01g
ALT (TU/'ml) 116, 7£90.4 926359 0328 2856226 52.35240.3 0,001
GGT (IU/ml) 56,752 96,520 0.108 4359 43,1=17 0,108
uk bilirubm (pmolL) 11,6=4.8 15,8=9.6 00l 8.86=3 12.58=4.74 0015
AFP (umolL) 5.39=31 8. 7=10.6 0,014 14,37+109 14,6425 0,994

'verovatnoca je ispitivana izmedu dve Kategorije pacijenata- pacijenata sa stabilnim SVR vs.
kasnim relapsom, a presek je bio preterapijski (bazalne vrednosti) i period pracenja (poslednja lab.

kontrola tokom perioda pracenja)
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Kada je posebno, tj. samo u grupi kasnih relapsera, analizirana dinamika (preterapijske u
odnosu na vrednosti prilikom poslednje laboratorijske kontrole tokom perioda prac¢enja, Tabela
11.) relevantnih biohemijskih parametara hepatograma, uocen je trend statisticki znacajne
redukcije u vrednostima ALT (92,64+59 vs. 52,35+40,3, p=0,045) i GGT (96,520 vs.43,1+17,
p=0,008).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u prose¢nim vrednostima AST, bilirubina niti AFP

preterapijski i tokom perioda prac¢enja medu kasnim relapserima (p>0,05).

4.4.3. Progresija fibroze

Biopsija jetre je preterapijski sprovedena kod 308 pacijenata (94,7%) iz Citave kohorte, a
od toga kod 198 pacijenata (94,7%) iz grupe koja je postigla SVR. Tokom perioda pracenja
kori§¢ena je neinvazivna metoda elastografije jetre (Fibroscan) kod 159 pacijenata (76%) sa
postignutim SVR bar jedanput. Prose¢na vrednost elastografije za ove pacijente, tokom perioda

pracenja, je iznosila 7,95+3,9 kPa.

Kada su pacijenti stratifikovani, prema virusoloSkom ishodu, pokazano je da su prosecne
vrednosti elastografije jetre tokom perioda pracenja bile znacajno viSe u grupi kasnih relapsera
(13,6+3,2 kPa, medijana 10,6 kPa, za IQR 6,6-16,65) u odnosu na pacijente sa stabilnim SVR
(7,4+0,1 kPa, medijana 7,1 kPa, za IQR 6,2-8,6), §to je potvrdeno na nivou statisticke znac¢ajnosti
(p<0,001).

Kada je u pitanju dinamika fibroze, tokom perioda prac¢enja medu pacijentima sa SVR
132 pacijenata (90,4%) je imalo nalaz elastografije koji je odgovarao preterapijskom skoru
fibroze dobijenom biopsijom jetre, dok je kod 6 (4,1%) konstatovana progresija skora fibroze, a
kod 8 (5,5%) regresija skora fibroze (p<0,001).

Od toga, je nakon stratifikacije prema virusoloSkom ishodu, pokazano da je u grupi
pacijenata sa stabilnim SVR, dinamika fibroze imala znac¢ajno povoljniji ishod (p<0,001), tj. da

se jedino u ovoj grupi i1 beleze slucajevi pacijenata sa regresijom fibroze (8 pacijenata tj. 6%),
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dok je najveci broj 125 pacijenata (94%) imalo nepromenjen nalaz fibroza skora u odnosu na

preterapijski (Tabela 12).

Tabela 12. Procenjena dinamika fibroze kod pacijenata sa stabilnim SVR i kasnim

virusoloskim relapsom (Fibroscan)

dinamika fibroze stabilan SVR kasni relaps p
nepromenjen 125 (94%) 7 (53,8%) <0,001
progresija fibroze 0 6 (46,2%)

regresija fibroze 8 (6%) 0

Medu pacijentima sa regresijom fibroze svi su imali regresiju fibroza skora sa F3 do F2.
Svi pacijenti kod kojih je konstatovana progresija fibroze (ukupno Sestoro, tj. 46,2% u ovoj
podgrupi), su bili u grupi kasnih relapsera, pri ¢emu je kod 5 pacijenata doslo do progresije iz F3

u F4, a kod jednog pacijenta iz F2 u F3.

Daljom analizom dinamike fibroze kod pacijenata u zavisnosti od biohemijskog ishoda,
utvrdeno je da je kod svih pacijenata sa progresijom fibroze, ujedno doslo i do nepovoljnog
biohemijskog ishoda, dok je kod svih pacijenata sa povoljnim biohemijskim ishodom registrovan

stacionaran nalaz ili regresija fibroze.

Multivarijantnom Coxovom regresionom analizom preterapijskih varijabli (Tabela 13)
pokazana je statistiCki znacajna povezanost izmedu progresije fibroze i prisustva preterapijske
ciroze (p=0,826, HR 2,285 za 95%CI=1,323-3,947; p=0,003), kao i genotipom 1 (p=0,435, HR
2,145, za 95%CI1=1,961-2,486; p=0,048).

Ostale ispitivane preterapijske karakteristike pacijenata, nisu bile statisticki znacajno

povezane sa nastankom progresije fibroze (p>0,05).

U periodu pracenja, analizirana je 1 povezanost pojave kasnog virusoloskog i
biohemijskog relapsa, ali nije pokazana statisticki znacajna prediktivna vrednost ovih paramtara

kada je re¢ o proceni progresije fibroze (p>0,05).
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Tabela 13. Multivarijantna Cox regresija preterapijskih varijabli i parametara tokom

perioda pracenja kao faktora rizika za nastanak progresije fibroze

preterapijske varijable B HR 95%ClI p
muski pol -0,143 0,867 0,542-1,388 0,552
starost>40 godina -0,049 0,952 0,540-1,679 0,952
BMI>27 -0,539 0,584 0,255-1,334 0,202
PWID -0,277 0,758 0,400-1,436 0,396
trajanje infekcije >5 god -0,187 0,829 0,520-1,3232 0,433
genotip 1 HCV 0,435 2,145 1,961-2,486 0,048
preterapijski HCV RNK>800 000 1U/ml 0,064 1,068 0,685-1,660 0,775
ciroza 0,826 2,285 1,323-3,947 0,003
steatoza 0,463 1,590 0,822-3,074 0,168
preterapijski Thr<100 (xlO3 ¢el/ul) 0,523 0,593 0,119-2,947 0,523
preterapijski ALT>3x -0,555 0,574 0,300-1,099 0,094
CCrs12979860 -1,354 0,258 0,033-2,023 0,197
TTrs12979860 1,172 3,227 0,423-24,623 0,258
UGT1A1*28 0,233 1,262 0,220-7,240 0,794
period pracdenja

kasni virusoloski relaps 0,434 1,544 0,591-4,036 0,376
biohemijski relaps 0,420 1,522 0,826-2,806 0,178
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4.4.4.Klini¢ki ishodi

Tokom perioda pracenja, kod pacijenata koji su postigli SVR zabelezen je ukupno 21
nezeljeni klinicki ishod, 1 to kod 13 pacijenata (6,2%), dok kod 196 pacijenata (93,8%) nije bilo

nezeljenih klinickih ishoda.

Opservirani nezeljeni klini¢ki ishodi su bili dominantno pojava HCC (7 dogadaja, tj.
tre¢ina nezeljenih ishoda, p<0,05), ali su zabelezeni i1 drugi rede zastupljeni nezeljeni ishodi

(Grafikon 4). Svi pacijenti sa trombozom vene porte (n=4) su imali konkomitantno i HCC.

Najrede opservirani nezeljeni klinicki ishodi su bili spontani bakterijski peritonitis kod
jednog pacijenta sa ascitesom (sa izolacijom E.coli u kulturi ascitesa) i krvarenja iz variksa

jednjaka kod dva pacijenta.

HCC — 7(33,3%)

I 4/(19,05%)

tromboza v.portae

ascites 4 (19,05%)

Spp* 1(4,8%)

hepaticka encefalopatija 3 (14,3%)

krvarenje variksa 2(9,6%)

*SBP-spontani bakterijski peritonitis

Grafikon 4. Opservirani nezeljeni klini¢ki ishodi tokom perioda prac¢enja kod pacijenata

sa postignutim SVR
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U grupi pacijenata koji su ostvarili SVR, tokom perioda pracenja dijagnostikovan je
HCC kod 7 pacijenata (3,3%). Nije pokazana statisti¢ki znacajna razlika u broju novootkrivenih
sluc¢ajeva HCC u zavisnosti od virusoloskog ishoda (p=0,414), mada je u grupi kasnih relapsera
zabelezen jedan slu¢aj HCC 1/14 (1. 7,1% u ovoj kategoriji pacijenata), dok je u grupi stabilnih
SVR bilo 6/195 (3,1%) sluc¢ajeva HCC.

Analizom mogucih prediktora za nastanak HCC uz pomo¢ multivarijantne Cox
regresione analize preterapijskin varijabli (Tabela 14.) pokazana je statisticki znaajna
povezanost sa bazalnim vrednostima tumorskog markera AFP ($=0,097, HR=1,101 za
95%CI=1,043-1,163; p=0,001).

lako su prisustvo ciroze, konzumiranje alkohola, duzina trajanja infekcije pre pocetka
terapije, muski pol i prisustvo UGT1A1*28 genotipa imali najviSe vrednosti HR za nastanak

HCC, njihova prediktorna mo¢ na nivou ispitivane statisticke znacajnosti nije dokazana (p>0,05).

Od varijabli koje su analizirane tokom perioda prac¢enja (Tabela 14.), pokazano je da
postoji statisticki znacajna povezanost izmedu prosecnih merenih vrednosti AFP ($=0,004,
HR=1,004 za 95%CI=1,002-1,007; p<0,001), porasta AFP (B=3,215, HR=24,901,
95%CI1=2,966-209,057; p=0,003) kao i biohemijskog relapsa (p=1,649, HR=5,204,
95%CI=1,160-23,341; p=0,031) sa pojavom HCC.
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Tabela 14. Multivarijantna Cox-ova regresiona analiza mogucih prediktora HCC

(preterapijske varijable i parametri analizirani tokom perioda pracenja)

preterapijske varijable B HR 95%ClI p
muski pol 0,915 2,497 0,483-12,924 0,275
uzrast 0,087 1,091 0,988-1,204 0,084
BMI>27 0,233 1,249 0,149-10,468 0,837
posttransfuzijski -0,214 0,807 0,180-3,625 0,780
PWID -3,270 0,038 0,000-347,94 0,482
trajanje infekcije (god) 0,116 1,123 0,961-1,313 0,145
trajanje infekcije >5 god 1,004 2,730 0,603-12,370 0,193
genotip 1 HCV -0,163 0,849 0,188-3,828 0,832
preterapijski HCVV RNK>800 000 1U/ml 0,224 1,251 0,278-5,633 0,771
ciroza (METAVIR 4) 0,903 2,466 0,540-11,254 0,244
steatoza 0,758 2,135 0,249-18,289 0,489
konzumiranje alkohola 1,215 3,372 0,645-17,620 0,150
preterapijski AFP 0,097 1,101 1,043-1,163 0,001
CCis12979860 -4,504 0,011 0,000-14,304 0,590
UGT1A1*28 5,601 2,701 0,000-3,804 0,594
period praéenja

kasni virusoloski relaps 0,007 1,007 0,118-8,574 0,995
biohemijski relaps 1,649 5,204 1,160-23,341 0,031
progresija fiboroze 0,794 2,212 0,241-20,302 0,483
AFP tokom pracenja 0,004 1,004 1,002-1,007 <0,001
porast AFP 3,215 24,901 2,966-209,057 0,003

*AFP normalni opseg 1,08-8,04 ug/L (CMIA)
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4.45. Smrtni ishod

4.45.1. Cela kohorta

U celoj kohorti pacijenata (n=325) tokom perioda pracenja, zabeleZeno je ukupno 24/325
smrtnih ishoda (7,4%). Kod 19 pacijenata (79,2%) uzrok smrti je bio primarno hepatoloski, dok
su drugi uzroci smrti zabeleZeni kod petoro pacijenata (20,8%)- od toga kod dvoje komplikacije

kardiovaskularnih insulta (2/5) i kod troje pacijenata (3/5) nepoznat uzrok smrti, p<0,001.

Analizom, preterapijskih varijabli (Tabela 15.) u ¢itavoj kohorti, izmedu pacijenata kod
kojih je doslo do smrtnog ishoda i prezivelih, uo€eno je da su preminuli pacijenti bili znacajno
stariji (49,7+9 godina vs. preziveli 45+11,3 godina, p=0,05) uz predominaciju starosne kategorije
preko 40 godina (21/24 tj. 87,5% u odnosu na prezivele 207/301 tj. 68,8%, p=0,048).

Medu preminulim pacijentima znacajno su bili zastupljeniji pacijenti sa preterapijskom
cirozom (14/24 tj. 58,3% vs. 83/301 tj. 30,1%, p=0,005) i komorbiditetima (58,3% vs. 36,2%,
p=0,047).

Uvidom u relevantne preterapijske laboratorijske parametre koji su analizirani izmedu
ove dve grupe pacijenata pokazana je znacajno zastupljenija teska trombocitopenija (3/24 tj.
12,5% vs. 7/301 tj. 2,3%, p=0,005) i vise vrednosti AFP (9,8+7,2 vs. 6,3%5,2, p=0,05), kod

pacijenata sa smrtnim ishodom u odnosu na prezivele.

Analizom drugih preterapijskih varijabli (Tabela 15.) nije pokazana statisticki znacajna

razlika izmedu ove dve grupe pacijenata (p>0,05).
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Tabela 15. Razlike u preterapijskim karakteristikama pacijenata sa smrtnim ishodom u

odnosu na prezivele pacijente u Citavoj kohorti

Varijable umrli (n=24) preziveli (n=301) p
Pol, n (%)

Muski 15 (62,5%) 159 (52,8%) 0,360
Zenski 9 (37,5%) 142 (47,2%)

Starost, (x+SD) godine 49,79 45+11,3 0,05
Starosne kategorije, n (%)

<39 god 3 (12,5%) 94 (31,2%) 0,048
>40 god 21 (87,%) 207 (68,8%)

Put sticanja HCV infekcije, n (%)

PWID 2 (8,3%) 57 (18,9%) 0,195
transfuzije 5 (20,8%) 10 (33,2%) 0,434
DuZina trajanja infekcije (x+SD) god 4,3+45 3,544 0,339
>5 godina 8 (33,3%) 85 (28,2%) 0,595
<5 godina 16 (66,7%) 216 (71,8%)

Stepen fibroze jetre, n (%)

ciroza 14 (58,3%) 83 (30,1%) 0,005
steatoza 7 (29,2%) 82 (28,8%) 0,967
BMI1>27, n (%) 2 (10%) 39 (14,3%) 0,594
konzumiranje alkohola, n (%) 4 (16,7%) 37 (12,3%) 0,535
komorbiditeti, n (%)" 14 (58,3%) 109 (36,2%) 0,047
Genotip HCV, n (%)

genotip 1 HCV 18 (75%) 182 (60,5%) 0,159
non-G1 6 (25%) 119 (39,5%)

Bazalna viremija (logl0 x+SD) 5,91£0,5 5,7£0,7 0,760
>800 000 IU/mIHCV RNK 11 (45,8%) 162 (55,5%) 0,361
ALT>3x, n (%) 5 (20,8%) 68 (22,6%) 0,843
Thr<100 (x10°/¢el/uL), n (%) 3 (12,5%) 7 (2,3%) 0,005
AFP (x+SD pmol/l) 9,8+7,2 6,3+5,2 0,049

Ykomorbiditeti koji su bili poznati/uzeti u obzir kod pacijenata su bili-d.mellitus, hipertenzija,

hiperlipidemija, kardiomiopatije
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Multivarijantnom regresionom analizom u funkciji vremena (Tabela 16.) je pokazana i

statistiCki znacajna korelacija izmedu starosti preko 40 godina (f=2,947, HR=0,053 za 95%CI=
0,004-0,648; p=0,043), ispitivanih komorbiditeta (f=0,824, HR=2,279 za 95%CI=1,011-5,144,

p=0,047), preterapijske trombocitopenije (p=1,589, HR=0,204,

p=0,035) i vrednosti AFP (B=0,052, HR=1,054, za 95%CI=1,001-1,109; p=0,045).

za 95%CI=0,047-0,897;

Tabela 16. Cox-ova regresiona analiza relevantnih preterapijskih varijabli sa smrtnim

ishodom u celoj kohorti pacijenata

preterapijske varijable B HR 95%CI p

muski pol 0,641 1,898 0,827-4,352 0,130
starost (x+SD) 0,057 1,059 0,970-1,156 0,200
starost>40 godina 2,947 0,053 0,004-0,648 0,043
BMI>27 -0,261 0,770 0,177-3.345 0,727
PWID -0,751 0,472 0,108-2,055 0,317
transfuzije -0,796 0,451 0,166-1,223 0,118
trajanje infekcije (xxSD) 0,086 1,090 0,918-1,294 0,326
trajanje infekcije >5 god -0,576 0,562 0,106-2,991 0,499
komorbiditeti" 0824 2279 1,011-5141 0,047
konzumiranje alkohola 0,533 1,705 0,578-5,028 0,334
genotip 1 HCV 0,327 1,387 0,549-3,537 0,489
preterapijski log HCV RNK 1U/ml 0,144 1,155 0,576-2,316 0,684
HCV RNK>800 000 1U/ml -0,266 0,798 0,355-1,793 0,584
ciroza 0,764 2,146 0,929-4,959 0,074
steatoza 0,212 1,236 0,511-2,990 0,639
preterapijski Thr<100 (10° ¢el/uL) 1,589 0,204 0,047-0,897 0,035
preterapijski ALT>3x -0,155 0,857 0,283-2,594 0,784
albumin (g/L) 0,017 1,017 0,970-1,066 0,487
AFP(umol/L) 0,052 1,054 1,00-1,109 0,045

'komorbiditeti koji su bili poznati/uzeti u obzir kod pacijenata su bili-d.mellitus, hipertenzija,

hiperlipidemija, kardiomiopatije
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Daljom analizom c¢itave kohorte, a prema postignutom terapijskom ucinku, uoceno je da
su medu preminulim pacijentima bili zastupljeniji pacijenti sa terapijskim neuspehom 15/24
(62,5%), u odnosu na pacijente sa ostvarenim SVR tj. 9/24 (37,5%), p=0,004.

Logistickom regresionom analizom je pokazano da je terapijski neuspeh bio u statisticki
znacajnoj korelaciji sa smrtnim ishodom (HR=3,3 za 95% CI=1,396-7,802; p=0,007). Analizom
uzroka smrti u ove dve kategorije pacijenata, nije uoCena statisticki znacajna razlika u
zastupljenosti uzroka smrti, jer je primarno hepatoloski uzrok smrti bio zabelezen kod 7/9

(77,8%) pacijenata sa SVR vs. 12/15 (80%) pacijenata koji su neuspesno leceni, p>0,05.

Na Grafiku 5. prikazane su Kaplan Meier krivulje prezivljavanja tj. kumulativnai
mortalitet u funkciji vremena pracenja pacijenata podeljenim u dve grupe, prema postignutom

terapijskom odgovoru-pacijenata sa terapijskim neuspehom vs. pacijenata sa ostvarenim SVR

Analiza prezivljavanja
(Kaplan-Majer krivualja)

Grupe ispitanika prema
1.0 411—;—:‘:‘:% " postignutom SVRE
) i+
sam. NS —nema SVR
by i postignut SVR

0.6
kumulatiyno
prezivljatanje

0.45

0.0

T T T T
0.00 50,00 100.00 150.00 200.00

duZina pracenja
(meseci)

Grafik 5. Kaplan Majer krivulja prezivljavanja pacijenata sa postignutim SVR i

terapijskim neuspehom
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4.4.5.2. Pacijenti sa postignutim SVR

Kada je re¢ samo o pacijentima koji su postigli SVR (n=209), uocCena je veca
zastupljenost smrtnih ishoda u grupi pacijenata sa kasnim virusoloskim relapsom 1/14 (7,1%) u
odnosu na grupu pacijenata sa stabilnim SVR 8/195 (4,1%), iako opservirana razlika u
frekvenciji nije dostigla nivo statistiCke znacajnosti (p=0,471).

Mada je relativni rizik za smrtni ishod bio gotovo dvostruko ve¢i medu kasnim
relapserima (RR=1,709, 95%CI=0,209-15,491 vs. 0,951 95%CI=0,752-1,201), multivarijantna
regresiona analiza (Tabela 17.) nije pokazala statisti¢ki znacajnu razliku tj. povezanost kasnog

virusoloskog relapsa sa smrtnim ishodom (p=0,951).

Medutim, regresionom analizom u funkciji vremena ostalih pracenih ishoda (Tabela 17.)
pokazano da je su biohemijski relaps (p=2,112, HR=8,266 za 95% Cl= 2,062-33,131; p=0,003),
pojava svih nezeljenih klini¢kih ishoda (B=3,487, HR=32,704 za 95% CI=6,710-159,385;
p<0,0001), dijagnoza HCC ($=2,685, HR=14,655 za 95% CI=3,896-55,127; p<0,0001) i porast
vrednosti AFP ($=3,354, HR=28,618 za 95% CI=3,417-239,697; p=0,002), bili statisticki

znacajni prediktori smrtnog ishoda u grupi pacijenata sa postignutim SVR.

Drugi ishodi tokom perioda prac¢enja-kao $to su pojava kasnog virusoloskog relapsa (kao
§to je prethodno pomenuto), ali i progresija fibroze, nisu bili u statisticki znacajnoj korelaciji sa

nastankom smrtnog ishoda (p>0,05).

Tabela 17. Cox-ova regresiona analiza svih ishoda tokom perioda pracenja u odnosu na

smrtni ishod kod pacijenata sa postignutim SVR

period pradenja B HR 95%ClI p
kasni virusoloski relaps 0,065 0,937 0,115-7,635 0,951
biohemijski relaps 2,112 8,266  2,062-33,131 0,003
progresija fioroze 0,636 1,889  0,222-16,047 0,560
svi nezeljeni klinicki ishodi 3,487 32,704  6,710-159,385 <0,0001
samo HCC 2,685 14,655 3,896-55,127 <0,0001
porast AFP 3,354 28,618 3,417-86,978 0,002
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Medu pacijentima sa postignutim SVR kod kojih je doSlo do smrtnog ishoda, kod
sedmoro (77,8%) je uzrok smrti bio primarno vezan za jetrinu disfunkciju, dok je dvoje pacijenta

(22,2%) preminulo od komplikacija kardiovaskularnih insulta.

Kod pacijenata sa hepatoloskim uzrokom smrti (n=7), opservirano je da je
najzastupljeniji uzrok smrti bio HCC (kod 5/7, tj. u 71,4%), pri ¢emu je jedan pacijent imao
samo verifikovan HCC, jedan HCC i konkomitantno hepaticku encefalopatiju, a kod troje

pacijenata sa HCC je zabeleZena i konkomitantna tromboza v. portae.

Pored toga, dvoje pacijenata kod kojih je konstatovan hepatoloski razlog smrti je imalo
dekompenzaciju jetrine funkcije (u odsustvu HCC) 1 to jedan pacijent sa hepatickom

encefalopatijom, i jedan pacijent sa ascitesom.
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5. DISKUSIJA

Epidemiologija hepatitis C virusne infekcije se znacajno promenila za poslednje dve
decenije, kako u svetu, tako i kod nas. Pojava novih puteva transmisije (i na sre¢u eradikacije
drugih-kao §to su pulovi krvi za transfuzije) i sve efikasnijih lekova, pracena je i novim
izazovima-pitanjima reinfekcije, rezistencije i1 raspolozivosti novih terapijskih opcija u

finansijski ogranicenim sredinama.

Analiza preterapijskih karakteristika naSih pacijenata, nije pokazala razlike u
zastupljenosti polova (53,5% muskaraca vs. 46,5% Zena, p=0,202), medu pacijentima sa HHC,
mada se u mnogim epidemioloskim studijama belezi veéa zastupljenost pacijenata muskog pola.
U velikoj studiji Armstrong i autora u SAD, registrovana prevalencija HCV pozitivnosti je
gotovo dvostruko veca kod muskaraca (2,1% u odnosu na 1,1% Zena), mada postoji i mnostvo
autora koji nisu pokazali znacajne razlike u polnoj distribuciji, kao Sto je slucaj kod naSih

pacijenata [185-187].

Medutim postoje 1 kontradiktorni rezultati, koji ukazuju na prevalenciju 1 vece rizike za
HCYV infekciju kod osoba zenskog pola u populaciji PWID, najverovatnije zbog ¢esce zajednicke
upotrebe pribora za intravensku primenu narkotika i1 nezaStiCenih seksualnih odnosa sa

partnerima iz iste populacije PWID [188,189].

Veoma heterogeni podaci vezano za razliite delove sveta, a koji se odnose na populaciju
PWID (sli¢na je situacija kada je u pitanju epidemiologija HIV infekcije) uglavnom ukazuju na
znacaj uvodenja preventivnih programa (narocito medu zatvorenicima) 1 dodatne edukacije, ali
postoje 1 znacajne manjkavosti epidemioloskih podataka o prevalenciji, narocito kada su u
pitanju delovi Azije kao i isto¢ne Evrope, odakle postoje vrlo ograni¢eni podaci, pa ove rezultate

treba tumaciti sa rezervom [188,190].

Kada je re¢ o bioloSkim razlikama vezano za pol, iako nije pokazano da postoji razlika u
prijemCivosti za sticanje HCV infekcije (osim u pomenutoj populaciji PWID), u mnogim

studijama je pokazano da je Zenski pol nezavisni prediktor spontane eliminacije akutne HCV
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infekcije, bez obzira na nadin sticanja infekcije [191]. Cak su i rezultati prikupljeni u SAD u
periodu od 1999. do 2002. godine nacionalnom zdravstvenom i nutritivnom anketom (National
Health and Nutrition Examination Survey -NHANES) pokazali da je rizik za hronicitet HCV
infekcije iznosio 89% kod muskaraca i 63,4% kod zena [185]. Pored toga, postoje i rezultati
(najcesce iz prospektivnih studija pracenja isklju¢ivo Zenskih kohorti pacijentkinja inficiranih
nakon primene kontaminiranih derivata krvi), koji ukazuju na znacajno sporiju progresiju

fibroze, u odnosu na pacijente muskog pola [192].

Ipak, kako su ove razlike u progresiji bolesti vezane za protektivne efekte estrogena na
jetru (pokazano je i da su ranije trudnoce i upotreba hormonske supstitucione terapije u vezi sa
sporijom fibrogenezom), pomenute prednosti nestaju nakon nastupanja menopauze [193].
Kontradiktorni su i rezultati vezano za polne razlike u postizanju SVR u eri interferona, mada
postoji konsenzus o znacajno visSim stopama SVR kod mladih Zena reproduktivne dobi (starosti

do 40 godina), $to je u vezi sa pomenutim protektivnim efektom estrogena [194].

Pored toga, u epidemioloskom smislu, polne razlike se Cesto vezuju za vecu izlozenost
faktorima rizika za inokulaciju, ali i upotrebi alkohola. U nasoj zemlji, postoje veoma oskudni
epidemioloski podaci, kada je re¢ o ve€im kohortama ispitanika, mada je u studiji Knezevi¢ 1
autora, pokazano da su osobe muskog pola bili ¢e$¢i konzumenti alkohola i intravenskih
narkotika [195]. Treba napomenuti da prilikom konzumiranja alkohola, znacajnog uticaja ima
frekventnost konzumiranja 1 koli¢ina (pokazano je da su muSkarci ¢eS€e konzumenti vecih
koncentracija alkohola, mada je prag negativnog uticaja u smislu fibrogeneze i tolerancije znatno
niZi kod osoba Zenskog pola) [196,197].

Starost pacijenata (narocito u momentu sticanja HCV infekcije) 1 duZina trajanja
infekcije, prema literaturnim podacima, predstavljaju znacajne nezavisne prediktore progresije

bolesti—nastanka ciroze i HCC [5].

Prose¢na preterapijska starost pacijenata u nasoj studiji iznosila je 48 godina (medijana),
a tre¢ina pacijenata je bila starosti od 45-54 godina (34,2%). Treba napomenuti da su prilikom
selekcije pacijenata kriterijumi za ukljucivanje u studiju (istovetni sa kriterijumima za primenu
antivirusne terapije), eliminisali pacijente mlade i starije dobi (ispod 18 godina i preko 65

godina), Sto svakako moZe da uti¢e na interpretaciju rezultata i pracenje. Medutim sli¢ni podaci
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se dobijaju i u drugim zemljama- npr. u SAD je 65% osoba sa HCV infekcijom starosti izmedu
30 1 49 godina, pri cemu se smatra da je ova infekcija retka kod osoba mladih od 20 godina, a
prevalentnija kod starijih od 40 godina [185]. Starost pacijenata, kao i era u kojoj je doslo do
infekcije, mogu da ukazu i rizik za HCV infekciju, jer su u preterapijskoj eri dominantni rizici
bili transfuzije i upotreba kontaminiranih medicinskih instrumenata. Podaci Centra za kontrolu i
prevenciju bolesti u Atlanti (Center for Disease Control- CDC) pokazuju da je oko 75% osoba sa
HCV infekcijom u SAD, rodeno izmedu 1945. i 1965. (tzv. ,,baby boomer* generacija) godine,
§to je znacajno uticalo na implementaciju novih preporuka za skrining na HCV infekciju, upravo
u ovoj populaciji [198]. Zanimljivo je da prema procenama CDC, jednokratno testiranje
(koris¢enjem seroloskih testova), samo u ovoj populaciji, moze da identifikuje i do 800 000
inficiranih osoba. Na taj nacin je procenjeno, da bi se uz savremene terapijske protokole moglo
izbeéi vise od 120 000 smrtnih ishoda, koji su u vezi sa HCV infekcijom, $to predstavlja ustedu

od oko 1,5 milijardi dolara u tro§kovima lecenja komplikacija nelecene/kasno prepoznate HCV

infekcije [198].

Starost pacijenata u momentu postavljanja dijagnoze je od velikog klinickog znacaja, i u
eri DAA, jer je pokazano da je povezana sa progresivnim otec¢enjem jetre, pri ¢emu su relevantni
negativni prediktori nastanak primoinfekcije u starijoj dobi i duZina trajanja bolesti. U dve
znacajne prospektivne kohortne studije (Wiliams i autori, Boccato i autori) pokazano je da je kod
pacijenata koji su inficirani nakon 40-te godine sa bazalnom lakom fibrozom, postojala zna¢ajno

brza progresija fibroze, u odnosu na pacijente mlade dobi [199,200].

U situaciji, gde se zapoCinje leCenje starijih pacijenata 1 sa teZim preterapijskim
oStecenjem jetre (Sto je bio slucaj u nasoj studiji), oCekuju se 1 manja efikasnost terapijskih
protokola, kao i ¢es¢a pojava nezeljenih efekata terapije (narocito prilikom primene interferona)
[201].

U nasoj studiji je procenjeno da je terapija zapoceta u proseku nakon 3,5 godine od
momenta kada je dijagnostikovana HCV infekcija. Ovaj vremenski period (koji predstavlja
relativno dugo trajanje infekcije), u kombinaciji sa pomenutim starosnim intervalom, predstavlja
klini¢ki problemati¢ne parametre. Tokom viSedecenijske prakse, u naSoj zemlji su se menjale
nacionalne preporuke (kao i pravila fonda za zdravstveno osiguranje) za pracenje pacijenata sa

novootkrivenom HCV infekcijom, koje su nekada podrazumevale i viSegodiSnje odlaganje
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terapije. NajCeS¢e je odlagan pocetak leCenja u grupi PWID, gde je uslov za primenu
kombinovane antivirusne terapije bila stabilna apstinencija od psihoaktivnih supstanci. Takode
protokoli le¢enja su se odlagali i kod zena reproduktivne dobi, koje su planirale trudnocu, kao i
kod osoba koje su konzumirale alkohol. Sve pomenute situacije su produzavale period trajanja
nelecene HCV infekcije, za koji sada sa sigurno$¢u znamo da utice nepovoljno na tok i ishod
bolesti [5]. Takode povremeni prekidi u nabavci antivirusnih lekova i testova za molekularnu
detekciju HCV infekcije i genotipizaciju (koji su se desavali za poslednje dve decenije), uticali
su na odlaganje antivirusne terapije, $to je Cest slucaj u zemljama sa finansijskim izazovima.
Situacija je slicna kod nas 1 u DAA eri, gde je savremena antivirusna terapija dostupna samo
ograni¢enom broju pacijenata. Pored ovih razloga za odlaganje terapije, treba napomenuti da je
kod znacajnog broja pacijenata, inicijalna dijagnoza HCV infekcije postavljena u fazi
uznapredovalog oSteenja jetre (Ciroza). Razlog tome je sli¢an, kao i u drugim razvijenijim
zemljama, a to je Cinjenica da je sam tok hroni¢éne HCV infekcije asimptomatski, a da se tegobe
koje bi inicirale testiranje javljaju mnogo kasnije, i to u fazi komplikovane bolesti. Takode
postoje rezultati koji ukazuju da je ¢ak i ciljano testiranje, bazirano samo na osnovu uocenih
povisenih vrednosti enzima jetre, neefikasno u oko 50% slucajeva pacijenata sa hroni¢nom HCV
infekcijom [198]. Veliki udeo asimptomatski inficiranih osoba, omoguéava odrzavanje
enormnog broja osoba, koje nikada nisu ni testirane i nisu ni svesne HCV infekcije (procene
CDC su da se taj udeo samo u SAD krec¢e od 45-85% osoba), a koje su u riziku od progresije
infekcije 1 u epidemioloSkom smislu predstavljaju rezervoar HCV infekcije. Zbog toga su u
bogatijim zemljama uvedene preporuke za testiranje odredenih populacija, za koje se smatra da

su pod povecanim rizikom.

Kod nas postoje nacionalne smernice za dijagnostiku HCV infekcije, na osnovu klinickih,
epidemioloskih i/ili laboratorijskih ili radioloSkih procena, pri ¢emu se savetuje skrining veoma
Siroke populacije-davalaca krvi, davalaca i primalaca organa/tkiva za transplantaciju, osoba sa
hemofilijom, pacijenata na hemodijalizi, pacijenata sa HBV i HIV koinfekcijom, ucesnika u
programima in vitro fertilizacije, trudnica, pacijenata koji primaju biolosku/imunosupresivnu ili
hemioterapiju, dece anti-HCV pozitivnih majki starosti od 18 meseci, osoba iz populacije PWID.
Takode se savetuje skrining svih osoba koje su primili transfuziju krvi pre 1994., zdravstvenih
radnika, ljudi koji Zive u istom domacinstvu sa inficiranim pacijentima, njihovih seksualnih

partnera (posebno iz populacije MSM), imigranata iz visoko prevalentnih zemalja, StiCenika
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socijalnih i popravnih ustanova i zatvora [202]. Medutim implementacija ovih preporuka je
¢esto manjkava, naroCito u manjim sredinama, Cesto zbog otezane dostupnosti testova,

neinformisanosti i stigmatizacije.

Najzastupljeniji genotip u ovoj studiji je bio genotip 1, i to kod 61,5% pacijenata, Sto je u
skladu sa do sada publikovanim podacima vezano za isto¢nu Evropu i nasu sredinu [5]. Takode
predominacija genotipa 1 je ofekivana, kada se uzme u obzir i naj¢es¢i rizik za HCV infekciju u
ovoj studiji (parenteralnim putem-krvni derivati i transfuzije kod 32% ispitanika, nozokomijalno
kod 11,4%). Treba napomenuti, da su zahvaljuju¢i uvodenju rigoroznog skrininga jedinica
donirane krvi u Srbiji, transfuzije krvi i krvnih derivata nakon 1993. Godine, prakti¢no

eliminisane kao rizik za sticanje HCV infekcije.

Iako je broj populacionih studija u isto¢noj Evropi veoma ogranicen, a nasa zemlja jo§
uvek ne pripada nekom od sistema epidemioloskog nadzora, do sada raspolozivi podaci i
klinicke opservacije ukazuju na lokalne tj. geografske razlike u predominaciji najverovatnijih
rizika za sticanje HCV infekcije. Za razliku od SAD, zapadnoevropskih zemalja i zemalja Juzne
Amerike, u nasoj regiji se procenjuje da postoji znatno ve¢i udeo nozokomijalno stecenih
infekcija. Procenjeno je da su hirurSke procedure i parenteralni rizici (ne racunajuci transfuzije
krvi i krvnih derivata) odgovorne za nastanak 40-71% infekcija [203]. U studiji Poljskih autora
na pacijentima koji su hospitalizovani zbog akutne ili hroni¢ne HCV infekcije, pokazano je da je
od 59-71% steCenih HCV infekcija zapravo nozokomijalnog porekla, i u vezi sa ranijim
medicinskim procedurama i/ili hospitalizacijama. Takode je pokazano da su manje hirurske
intervencije, ali i stomatoloske procedure, nezavisni prediktori za nastanak HCV infekcije [203-
205].

Nezanemarljiv je udeo pacijenata u nasoj studiji, kod kojih je nacin sticanja infekcije
ostao nepoznat (35,4%), Sto je vrlo Cest sluaj u svim do sada raspolozivim publikacijama o
faktorima rizika za HCV infekciju. Postoje i pojedinac¢ne studije, gde se ovaj udeo pacijenata
krec¢e ¢ak 1 do 50% [5]. Kako su nacini transmisije HCV infekcije dobro prouceni, sasvim je
izvesno da su u ovoj grupi pacijenata zastupljene kombinacije razli¢itih poznatih rizika za
sticanje infekcije. Svakako da udela u ovakvim rezultatima ima i sama metodologija ispitivanja
nacina sticanja infekcije (Cesto otezane rekonstrukcije epidemioloskih rizika koji su se desili

nekoliko decenija unazad) i procenu prevalencije infekcije. U multicentri¢noj studiji iz 2015.
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godine Mitrovic¢ i autori su izneli podatke u populaciji novootkivenih anti-HCV pozitivnih osoba
medu dobrovoljnim davaocima krvi u Srbiji, prema kojima ranija upotreba narkotika, transfuzije
(pre 1993. godine) i tetovaze predstavljaju nezavisne faktore rizika za HCV infekciju [39]. lako
postoje mnogobrojna metodoloska ogranicenja, kada su u pitanju studije koje se bave
proucavanjem faktora rizika za HCV infekciju i mogu¢ih nacina transmisije, bolje poznavanje
ovih prediktora u nasoj sredini je neophodno, kako bi se preciznije identifikovale osobe kojima

je potrebno testiranje na HCV infekciju i planirale efikasnije preventivne mere.

U nasoj studiji je sasvim izvesno da postoji znacajno manja zastupljenost (tj. potcenjenost
broja) osoba iz populacije PWID, u odnosu na opstu populaciju anti-HCV pozitivnih osoba

(medu naSim pacijentima svega 18,2%) u Srbiji.

Jedan od razloga za to je i1 Cinjenica da je udeo osoba koje su koristile intravenske
narkotike realno mnogo vec¢i u odnosu na prijavljene anamnesticke podatke. Jedna velika studija,
medu dobrovoljnim davaocima krvi u SAD, je pokazala da je nakon dopunskih ispitivanja
znacajan broj anti-HCV pozitivnih osoba ipak naknadno prijavio podatak o ranijoj zloupotrebi
intravenskih narkotika, uprkos inicijalnoj negaciji ovog rizika [206]. Takode je poznato da u
nasoj sredini postoje mnogobrojni problemi vezani za dostupnost testiranja i leCenja u ovoj
populaciji (s obzirom na to da se bolesti zavisnosti lece u usko specijalizovanim centrima), kao 1
rasipanje velikog broja anti-HCV pozitivnih osoba u druge bolnicke centre ukljucujuéi i

zatvorske bolnice (u kojima je takode sprovodena antivirusna terapija) [117].

Sam dizajn nase studije, koji je obuhvatio pacijente sa HCV infekcijom 1 preterapijskim
teSkim oStec¢enjem jetre, je takode eliminisao veliki broj osoba iz populacije PWID, kako je re¢
uglavnom o mladim osobama sa preterapijskim lak$im stepenom fibroze, dok su u fokusu nase
studije bili pacijenti sa preterapijskim teSkim oSte¢enjem jetre. U naSoj sredini, studija Bojovi¢ 1
autora iz 2013. godine dala je prve podatke na populaciji od 100 PWID sa HCV infekcijom- gde
fibrozom, dok su preterapijska teza oSteCenja jetre (teska fibroza i ciroza) bile znacajno

zastupljenije u kontrolnoj grupi pacijenata koji nisu bili korisnici intravenskih narkotika [118].

Postoji veliki broj dokaza o znacaju odredivanja viremije tj. nivoa HCV RNK u krvi

pacijenata- pre pocetka, tokom i nakon zavrSetka antivirusne terapije u predikciji ishoda HCV
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infekcije (ne samo terapijskog ve¢ i dugorotno posmatrano klinickog ishoda) [207]. U naSoj
studiji nije bilo predominacije pacijenata sa visokom preterapijskom viremijom (svega 54,7%
pacijenata je imalo viremiju preko 800 000 IU/ml), mada je re¢ o populaciji pacijenata sa
najtezim stepenom ostecenja jetre, $to nije iznenadujuce. lako je veliki broj autora demonstrirao
prediktivni znacaj bazalne viremije i SVR/klinickog ishoda, postoje brojni rezultati, koji ne

ukazuju na korelaciju visoke bazalne viremije sa stepenom/progresijom fibroze [207,208].

U svakodnevnoj klini¢koj praksi, narocito kod pacijenata sa cirozom, nase iskustvo i
opservacije ne ukazuju na korelaciju preterapijske viremije sa terapijskim ishodom. Rezultati ove
studije, nisu pokazali da postoji znacajna razlika u prose¢nim preterapijskim vrednostima HCV
RNK, niti predominacija pacijenata sa visokom viremijom (>800 000 1J/ml) u grupi pacijenata sa

terapijskim neuspehom.

Takode u nasoj populaciji pacijenata, nije pokazana znacajna povezanost izmedu niske
preterapijske viremije 1 postignutog SVR (p=0,974). Nasi rezultati, koji ¢e biti kasnije
diskutovani u ovom poglavlju, takode nisu pokazalni prediktivni znacaj preterapijske viremije i

pojave kasnog virusoloskog relapsa, progresije fibroze, pojave HCC i prezivljavanja.

Razlog za nedostatak ove korelacije je svakako kompleksna i multikauzalna patogeneza
oste¢enja jetre kod HCV infekcije (ukljucujuéi pitanje uticaja imunoloskih kontrolnih
mehanizama na nivo viremije), ¢esto neuskladenost tj. nedovoljan stepen standardizacije testova
(Sto je svakako problem u zemljama sa ograni¢enim prihodima), ali 1 pitanje korelacije nivoa

HCV RNK u krvi (viremije) sa replikacijom HCV u hepatocitima [208].

Rezultati naSe studije, koji se ticu vrste 1 ucestalosti neZeljenih efekata, tokom primene
kombinovane antivirusne terapije, su veoma slicni vecini studija, koje su ukljucivale 1 zna€ajno

veci broj ispitanika [113, 209-212].

S obzirom na to da je efikasnost bilo kog terapijskog rezima u bliskoj vezi sa
podnosljivoséu lekova i pojavom/vrstom nezeljenih efekata, jer se direktno reperkutuje na
adherenciju pacijenata, Cinjenica je da je uprkos rigoroznom pracenju pacijenata (naroCito na
pocetku primene antivirusne terapije) zabelezen veliki broj nezeljenih efekata, koji su znacajno

otezavali sprovodenje iste.
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Vecina velikih studija belezi pojavu bar jednog nezeljenog efekta (sa ovim rezimom) kod
cak 95% pacijenata, pri cemu je dodatno otezavajuca okolnost ¢injenica da se oni mogu pojaviti
bilo kada- tj. neposredno nakon primene prve doze interferona, pa i do nekoliko meseci kasnije u
toku stabilne primene terapije [211].

Ipak, mozda najzanimljiviji 1 sa klinickog aspekta najznacajniji nezeljeni efekti, koji
mogu da dovedu do redukcija doza lekova i/ili terapijskih prekida, se odnose na hematoloske i
nezeljene neuropsihijatrijske incidente, mada bilo koja intenzivna konstitucionalna tegoba, koja

znacajno utice na kvalitet Zivota pacijenta, moze uticati na adherenciju.

U svakodnevnoj praksi najcesci razlog za redukciju doze lekova i prekide/prevremeno
obustavljanje terapije su tezi hematoloski poremecaji i to zbog mijelosupresivnog efekta
interferona, kao i ribavirinom-izazvana hemoliticka anemija. S obzirom na specifi¢nost
ispitanika u ovoj studiji i veliku zastupljenost pacijenata sa teSkom fibrozom i cirozom, kod kojih
se vidaju i preterapijska anemija i trombocitopenija, bilo je posebno zanimljivo uporediti

ucestalost ovih poremecaja, a u odnosu na rezultate drugih autora.

Najces¢e zabeleZzen hematoloski poremecaj je bila anemija, i to kod cak 35,4%
pacijenata, $to je sasvim razumljivo, ako se uzme u obzir udeo pacijenata sa bazalnom teskom
fibrozom i cirozom. lako je mehanizam nastanka anemije dominantno u vezi sa upotrebom
ribavirina (dozno-zavisna hemoliza), neosporno je da i interferon svojim mijelosupresivnim
efektom doprinosi njenom nastanku [212,213]. Zastupljenost ribavirinom-indukovane anemije je
i u drugim studijama velika, i krec¢e se i do 67%, a maksimum dostize izmedu 2. i 8. nedelje
terapije [213]. Takode je pokazano, da iako stepen anemije varira, nize vrednosti hemoglobina
mogu biti u vezi sa nizim preterapijskim vrednostima trombocita i odredenim fenotipovima

haptoglobina [213].

Neutropenija je zabeleZzena u naSoj studiji kod 16% pacijenata, Sto je u skladu sa
ve¢inom publikovanih rezultata, ali nije bilo dokumentovanih slucajeva infekcija koje bi se
mogle dovesti u vezu sa ovim hematoloSkim poremecajem, a koje su drugi autori opisali [211].
Ipak ostaje otvoreno pitanje klinickog znacaja prolazne neutropenije, narocito kada se uzmu u
obzir rezultati jedne studije od 119 ispitanika, u kojoj je zabeleZena pojava razlicith infekcija kod

22 pacijenata (kao Sto su respiratorne, urinarne itd.) [214].
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Ucestalost trombocitopenije je bila visoka-zabeleZzena je kod 30% pacijenata, to je bilo i
ocekivano s obzirom na zastupljenost ciroze i portalne hipertenzije u ispitivanoj populaciji.
Pokazano je u vise studija pacijenata sa preterapijskom trombocitopenijom, da su bazalne
vrednosti trombocita <100 000/uL i rapidna pojava trombocitopenije faktori rizika za nastanak

terapijski indukovane teSke trombocitopenije, koja predstavlja rizik za krvarenja [215].

Veoma cesti ekstrahepaticki poremecaji, koji se vidaju kod pacijenata sa HHC
infekcijom, su neuropsihijatrijske prirode, narocito depresija. Mogu¢i mehanizmi pomocu kojih
HCV direktno i indirektno indukuje nastanak depresivne simptomatologije, ukljuc¢uju direktnu
invaziju centralnog nervnog sistema, uticaj na neurotransmisiju putem metabolickih promena,

kao i indukcija zapaljenskog odgovora [5,216].

Pored ve¢ pomenutih hematoloskih poremecaja, u naSoj studiji je tokom primene
interferona, zabeleZen i visok procenat pojave depresivne simptomatologije (21,8%), §to je
takode u skladu sa literaturnim podacima drugih autora [113,210,212]. Ovako visoka
zastupljenost se objasnjiva dejstvom interferona, kao i Cinjenicom da je prevalencija depresije
kod pacijenata sa hepatitis C virusnom infekcijom, ina¢e veca u odnosu na opstu populaciju (i do
4 puta ceSca), pa primena antivirusne terapije nosi znaCajne rizike u smislu pogorSanja
preegzistentnih psihijatrijskih stanja, ukljucujué¢i anksioznost i pojavu suicidalnih ideja

[5,113,216].

U na$oj sredini, pored prikazanih rezultata, postoje rezultati iz samo jedne studije iz
2002. godine Pavlovi¢ 1 autora, u kojoj su po prvi put u Srbiji razmatrane pojave depresivnih
poremecaja u manjem uzorku pacijenata (n=74) sa HHC tokom primene kombinovane
antivirusne terapije. Autori su opisali da je ¢ak 20% pacijenata imalo umerene/teske simptome
depresije sa pikom u 12. nedelji antivirusne terapije, dok je dodatnih 30% pacijenata imalo blaze
depresivne simptome, pri ¢emu nije pokazan znacajan uticaj terapijski-zavisnih faktora (duzina

trajanja terapije, doza pegilovanog interferona) [216].
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Osnovni koncept u primeni terapijskih protokola zasnovanim na interferonu se bazira na
odgovorom vodenoj terapiji (Responce guided treatment, RGT), Sto u praksi znaci da se tokom
primene terapije, a na osnovu nivoa HCV RNK moze utvrditi optimalna duzina lecenja, ali i
identifikovati pacijenti, kod kojih je potrebno terapiju obustaviti prevremeno (u slu¢ajevima gde
postoje pokazatelji da su Sanse za postizanje SVR veoma niske) [5,217]. Ovaj pristup je
omogucio optimizaciju terapije-povecanje efikasnosti leCenja (tj. postizanja SVR) i1 poboljsanje
podnosljivosti terapije (Sto je svakako uticalo i na komplijansu pacijenata), ne samo u dualnim

protokolima ve¢ i u tripl rezimima sa boceprevirom i telaprevirom.

Primena ove paradigme je bazirana na unapredenju osetljivosti molekularnih testova i sve
nizeg praga detekcije HCV RNK, §to je prevashodno omoguéilo pouzdano i kontinuirano
pracenje viremije u krvi tokom i nakon zavrSetka terapije [5]. lako je u cilju standardizacije
testova uvedena kalibracija u odnosu na standard, postoje razlike u kvantifikaciji komercijalnih
testova, koje mogu da otezaju interpretaciju rezultata i uti¢u na klinicke odluke o optimalnom
trajanju leCenja. Razlozi za ovu pojavu su visestruki, izmedu ostalog i prisustvo genotip-
specifi¢nih varijabilnih sekvenci na mestu vezivanja prajmera za reakciju PCR, mada postoje i

razlike u karakteristikama samih testova (npr. razlike u unutrasnoj kontroli) [218].

Osim toga, u naSoj sredini oteZavaju¢a okolnost u sprovodenju ponavljanih testiranja
tokom primene terapije se odnosi 1 na tehnicke poteSkoce (prvenstveno ograni¢enu dostupnost

reagenasa 1 virusoloskih testova), kao 1 adherenciju pacijenata.

Zbog toga je u ovoj studiji prvi evaluiran terapijski cilj bio ETR, kako je kod svih
pacijenata bilo moguce sprovesti virusolosku dijagnostiku na kraju terapije, a samo kod izvesnog
broja u 4 nedelji terapije (tzv. rapidni virusoloski odgovor) i 12 nedelji (tzv. rani virusoloski
odgovor), iako je sasvim izvesno da je momenat kada se kod pacijenta postigne nedetektibilna
viremija prediktor SVR [219]. ETR je postignut kod 83,4% pacijenata, a biohemijski odgovor tj.
normalizacija vrednosti serumskih transaminaza, na kraju terapije, je ostvarena kod 77,2%, pri
c¢emu nije pokazan uticaj genotipa HCV na postizanje ETR (kretala se od najnize 78,5% kod
genotip 1 HCV infekcije do maksimalnih 100% kod pacijenata sa genotip 5 HCV infekcije).
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Postizanje SVR je cilj antivirusne terapije, pa se u svakodnevnoj klinickoj praksi cesto
poistovecuje sa eradikacijom HCV infekcije, s obzirom na to da je doveden u vezu sa

dugoro¢nim odrzavanjem nedetektibilne viremije u 99% slucajeva [98,100].

Ve je diskutovan u prethodnim poglavljima i klinicki o¢igledan znacaj postizanja SVR u
svakodnevnoj praksi, ukljucujuéi smanjenje globalnog morbiditeta i mortaliteta vezanog za jetru,
naroc¢ito kada je re¢ o poznim komplikacijama i incidenciji HCC [220]. Veoma su dobro
prouceni prediktori i stope SVR kod pojedina¢nih grupa pacijenata, koji su takode diskutovani u
uvodu, mada treba napomenuti da u proucavanju efikasnosti antivirusne terapije postoji ¢esto i
znaCajan selekcioni bias tj. diskutabilna metodoloska pitanja ukljucenja preselektovanih
pacijenta (sa mnogobrojnim kriterijumima za uklju€ivanje 1 isljucivanje iz klinic¢kih studija),

pogotovo u visokospecijalizovanim zdravstvenim ustanovama, $to je slucaj i u ovoj studiji [221].

U naSoj ispitivanoj grupi pacijenata sa preterapijskom teSkom fibrozom 1 cirozom,
ukupna stopa SVR je izuzetno visoka, ¢ak u odnosu na do sada publikovane rezultate u svetskoj
literaturi, i iznosi 64,3% (nezavisno od genotipa). SVR je postignut u nasoj studiji kod 54,5%
pacijenata sa G1 i 80% sa non-G1 HCV infekcijom (p<0,001), kao i kod 53,6% pacijenata sa
cirozom. Do sada su najvise stope SVR kod ovakvih bolesnika zabelezene kod Korejskih autora
(mnogo viSe u odnosu na autore sa Zapada), pri ¢emu je SVR ostvaren kod 36,7% bolesnika sa
genotipom 1 (znacajno niZa stopa u odnosu na SVR kod 67% bolesnika bez ciroze u istoj studiji)

1 86% bolesnika sa cirozom i non-genotip 1 infekcijom [222].

Ovako visoke stope SVR u terapijski najzahtevnijoj grupi bolesnika, uz geografske i
etnicke razlike, veliki broj autora objasnjava niZzom bazalnom viremijom, odli¢nom
adherencijom bolesnika i razlikama u genetskim faktorima bolesnika (prevashodno visokoj
zastupljenosti povoljnih genotipova 1L28B (rs12979860 CC i rs8099917 TT) [5,207,144,145].

Analizom razli¢itih klinickih, virusoloSkih i epidemioloskih varijabli, u nasoj studiji
pokazano je da su prediktori postizanja SVR bili ETR, starost<40 godina, non-G1 HCV infekcija
i odsustvo ciroze tj. nizi METAVIR skor F2-F3. Do sada je u vise navrata pominjan i diskutovan
znacaj odredivanja mnogobrojnih preterapijskih prediktora SVR. Ipak neophodno je naglasiti da

odluke o zapoc€injanju primene antivirusne terapije/trajanju i vrsti terapijskog protokola, svakako
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ne treba bazirati samo na prisustvu preterapijskih prediktora, pogotovo kada se uzme u obzir da

oni ne mogu uvek i precizno da predvide terapijski ishod kod svakog pacijenta ponaosob [207].

Svakako je najvazniji parametar u klini¢koj praksi odgovorom vodene terapije, upravo
dinamika viremije tokom primene antivirusne terapije, koja predstavlja pouzdan vodi¢ u proceni
terapijske efikasnosti i ishoda [207,223]. Klju¢ni parametar za procenu ishoda terapije je
virusoloSki odgovor tokom primene terapije, tj. momenat kada se postigne nedetektibilna
viremija, kao $to je ve¢ pomenuto. Pokazano je da je verovatnoca postizanja SVR znacajno veca

kod pacijenata koji su $to ranije i $to duze postigli/odrzali nedetektibilnu viremiju [224].

Kako u ovoj studiji nismo analizirali rapidni i rani virusoloski odgovor (za koji je veliki
broj studija pokazao da predstavljaju relevantne terapijske prediktore SVR), prva prekretnica
koja je analizirana u kinetici viremije je bio ETR, koji je ujedno i prvi miljokaz terapijske
efikasnosti. NaZalost 1 do jedna tre¢ina pacijenata sa postignutim ETR ipak ne ostvari i SVR
(virusoloski relaps), iz viSestrukih razloga [223,225]. Jedna od hipoteza je da nakon zavrSetka
primene supresivne antivirusne terapije iz ekstrahepatickih rezervoara (periferne celije krvi-
neutrofili, B limfociti, neke ¢elije gastriéne mukoze) moze doc¢i do ponovne replikacije HCV
RNK, slicno modelu HIV-a. Medutim zbog postojanja mnogobrojnih kontradiktornih rezultata,
ovakvo stanoviste nije sasvim jasno dokazano [10,14-16,18,223]. Znatno ¢eS¢a situacija je da su
pacijenti pogresno klasifikovani kao terapijskih responderi sa postignutim ETR, a zbog primene
manje osetljivih molekularnih testova sa vi§im pragom detektibilnosti. U studiji Gerota i
saradnika je pokazano da upotreba manje osetljivih PCR testova mozZe da zanemari prisustvo
minimalne rezidualne viremije kod oko 12% i na taj nacin ih pogresno okarakteriSe kao pacijente
sa ostvarenim ETR [226].

Takode je nezanemarljiv uticaj genotipa HCV na odrzivost ETR i pojavu virusoloskog
relapsa (koji je npr. znaCajno ¢eS¢i kod pacijenata sa G1 infekcijom 23-30%, dok su zabelezene
stope relapsa kod pacijenata sa G2 i G3 infekcijom kre¢u od 4%-32%), pa postoji veliki broj
studija koje ukazuju na prediktivni znacaj genotipa HCV na postizanje SVR [102-
104,223,225,227].

Slicno nasim rezultatima, mlada dob pri zapo€injanju terapije koreliSe sa postizanjem
SVR, sto je ve¢ diskutovano, ¢ime se samo i potvrduje znacaj Sto ranije dijagnostike i primene

antivirusne terapije bez odlaganja.
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Nasi rezultati, koji ukazuju na prediktivni znacaj tezine fibroze na postizanje SVR, su
takode u skladu sa do sada publikovanim podacima, pri cemu iako pacijenti sa lakSim stepenom
oStecenja jetre postizu najvise stope SVR, nesumnjivo je da pacijenti sa tezim oSteCenjem jetre
(naroCito cirozom) imaju jo$ vecu korist od primene antivirusne terapije i potencijalne
eradikacije HCV infekcije, ako se uzme u obzir redukcija rizika od pojave poznih komplikacija,
dodatnog morbiditeta i mortaliteta [5,100,101].

Ovaj odnos je dvosmeran, jer postoji znaCajan broj studija koje ukazuju da je kod
pacijenata sa SVR dalja progresija fibroze u periodu pracenja znacajno usporena u odnosu na
pacijente sa detektibilnom HCV RNK, uz podatke i o mogucoj reverziji fibroze, §to ¢e biti

predmet diskusije u periodu pracenja [228].

U eri interferona, postizanje SVR se Cesto izjednacava sa izleCenjem tj. eradikacijom
HCV infekcije, mada je u DAA eri ovakvo stanoviSte mnogo realnije, zahvaljujuéi izuzetno
visokim stopama SVR i1 veoma retkim sluc¢ajevima relapsa nakon visegodiSnjeg pracenja.
Postoji mnostvo dokaza o prednostima eliminacije HCV RNK iz krvi i postizanju SVR (bez
obzira na terapijski protokol koji je koris¢en), ukljucujuci poboljsanje biohemijskih nalaza
vezanih za funkciju jetre (povoljan biohemijski ishod), usporenu fibrogenezu ili ¢ak regresiju
fibroze, gubitak HCV RNK u tkivu jetre i smanjenje infektivnosti (potencijalno uklanjanje

odredenih puteva transmisije virusa npr. kod diskordantnih partnera).

Na taj nacin se postize poboljSanje kvaliteta zivota (ukljucujué¢i 1 smanjenje
tegoba/resavanje pitanja ekstrahepatickih manifestacija HCV infekcije), prevencija komplikacija
1 zna€ajna redukcija mortaliteta (kako opSteg, tako 1 vezanog za komplikacije terminalne bolesti

jetre) [229,230].

Uprkos terapijskom uspehu i postignutoj eliminaciji HCV RNK iz krvi pacijenata 6
meseci nakon sprovedene terapije, postoje dva znacajna pitanja- prvo pouzdanosti i dugoro¢nosti
SVR (pojava kasnog virusoloSkog relapsa i pitanje dugoro¢nosti remisije bolesti), a zatim i
pojave nezeljenih klini¢kih ishoda-ukljucujuéi progresiju fibroze i pojavu HCC-naro€ito kod

pacijenata sa teSkom preterapijskom fibrozom, a uprkos postignutom SVR. U nasoj sredini nema
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publikovanih podataka vezanih za ova dva problema, osim naSih klinickih opservacija u

viSedecencijskom ambulantnom prac¢enju ovih bolesnika.

Kada je re¢ o kasnom virusoloskom relapsu, podaci stranih autora su veoma razliciti, ali
vecina rezultata ukazuje na izuzetno visoke stope nedetektibilne viremije godinama nakon
postignutog SVR, koje se kre¢u od 91-100%, u zavisnosti od vrste interferonskog rezima koji je
primenjivan (monoterapija IFN, razli¢ite forme IFN, kombinacija sa ribavirinom) i sa razlikama
u duzini perioda pracenja, koje se krece i preko 10 godina [231]. lako redak fenomen, do sada
publikovani slucajevi kasnog relapsa u literaturi, uglavnom opisuju asimptomatske pacijente sa
umerenim vrednostima HCV RNK, koji se najces¢e otkriju slu¢ajno tokom visegodiSnjeg
perioda pracenja, a Cesto i u okviru reevaluacije ponovnog porasta vrednosti serumskih

transaminaza [232].

Pojavu kasnog virusoloskog relapsa autori objaSnjavaju razli¢itim mehanizmima, pri
¢emu je vrlo mali broj studija u moguc¢nosti da sa pouzdanos$¢u odgovori na pitanja- da li je
postignuti SVR bio isto $to i eradikacija HCV infekcije (ili samo supresija replikacije), kao i da li
je iskljucena reinfekcija (Sto Cesto nije moguce, zbog zahtevne tehnologije i visokih troskova

ukljucujudi i nase).

Jedan od najces¢ih razloga, koji se u literaturi takode dovode u vezu sa ovom pojavom,
ticu se osetljivosti tj. praga detektibilnosti molekularnih testova koji se koriste za dijagnostiku
HCV infekcije 1 pracenje virusoloskog ishoda. Ono S§to je sasvim izvesno da je upotreba
definisao SVR, jer upotrebom manje osetljivih testova postoji mogucénost da se pacijenti
pogresno proglase za respondere (6 meseci nakon zavrSetka terapije), a samim time kasnije
nakon detekcije viremije pogreSno okarakteriSu kao kasni relapseri [229]. Razlike u osetljivosti
testova, ali i razli¢ite definicije biohemijskog i virusoloskog odgovora, mogu da objasne razlike
u publikovanim stopama kasnog virusoloskog relapsa u dostupnoj literaturi, koje se kre¢u u od 0-

9% [128-131].

Ipak vecina autora smatra da je pojava detektibilne viremije nakon postignutog SVR, u

vezi sa reinfekcijom, pre nego kasnim relapsom, pogotovo kada se uzme u obzir veoma
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ograni¢en broj studija koji je sekvencioniranjem HCV RNK apsolutno isklju¢io moguénost
reinfekcije. Simmons i autori u velikoj metaanalizi su pokazali da se 5-godiSnji rizik nakon
sprovedene terapije kre¢e od minimalnih 0,95% u populaciji sa najmanjim rizikom od
reinfekcije, pa do maksimalnih 15,02% u grupi pacijenata sa koinfekcijom (HBV i HIV) i
najveéim rizicima za reinfekciju (dominantno PWID) tj. u populacijama koje su ponavljano

izlozene HCV infekciji [131].

Posebno je zanimljivo pitanje koje se tice moguce perzistencije HCV RNK u
hepatocitima (tzv. rezervoar HCV infekcije), kao potencijalnog prediktora buduce detektibilne

HCV RNK u krvi i kasnog virusoloskog relapsa.

Veliki broj studija je pokazao znacaj odredivanja intrahepaticke HCV RNK u predikciji
postizanja SVR, pri ¢emu postoje publikovani rezultati o prediktivnom znacaju i senzitivnosti od

cak 100% 1 specifi¢nosti od 90% [233].

Nazalost detekcija intrahepaticke HCV RNK nije Siroko dostupna, niti je bilo mogucnosti
da se upotrebi u ovoj studiji. Medutim kada je re¢ o dugoro¢noj prognozi, iako postoje
kontradiktorni rezultati koji oteZavaju interpretaciju odredivanja intrahepaticke HCV RNK,
nekolicina studija je pokazala izvestan prognosticki znacaj i mimo postizanja SVR. Larghi i
autori su u studiji pracenja (medijana 39 meseci nakon zavrsSetka terapije interferonom) od 25
pacijenata sa postignutim SVR, pokazali korelaciju izmedu nedetektibilne HCV RNK u krvi i
tkivu jetre.

Takode je kod svih pacijenata sa ostvarenim SVR dokazana i biohemijska remisija uz
patohistoloSki potvrdenu regresiju fibroze jetre, Cak i1 kod jednog pacijenta kod koga je
detektovana HCV RNK u tkivu jetre [234]. Nekolicina studija na veoma malim uzorcima je
takode pokazala korelaciju izmedu promena nivoa hepaticke HCV RNK 1 viremije tokom
interferonske terapije, kao i mogu¢ znacaj detektibilne hepaticke HCV RNK nakon zavrSetka

terapije kao prediktora kasnog relapsa [230,235].

Medutim, iako su brojne studije potvrdila korelaciju viremije i intrahepaticke HCV RNK,
kao 1 ¢injenicu da kod ovakvih nalaza neadekvatno uzorkovanje/obrada uzoraka tkiva, ali i
neravnomerna distribucija HCV kroz jetru (u nekim studijama inficira svega 5-25% hepatocita)

zna¢ajno umanjuje znacaj intrahepatickog odredivanja HCV RNK [236,237].
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Jedini do sada publikovani literaturni podaci iz Srbije, tj. opis tri slu¢aja moguéeg kasnog
virusoloskog relapsa, objavili su Ruzi¢ i autori 2018. godine u Klinickom Centru Vojvodine. U
studiji preseka iz 2014. godine, kada je testirano 129 pacijenata najmanje 5 godina nakon
postignutog SVR, otkrivena su 3 pacijenta (2,3%) sa detektibilnom viremijom, koja su imala
konkomitantne autoimune bolesti (vaskulitis) [238]. Nazalost, sli¢na ograni¢enja kao i u nasoj
studiji (nemoguénost iskljuenja virusoloskog relapsa RNK sekvencioniranjem) uz slucaj
pacijentkinje na programu hemodijalize i nepoznat prag detektibilnosti kori§¢enih molekularnih

dijagnostickih testova, otezavaju mogucnost interpretacije ovih rezultata.

U nasoj studiji je tokom visegodiSnjeg perioda pracenja 325 pacijenata sa teSkim
preterapijskim oSteCenjem jetre, zabelezena detektibilna viremija kod 14 pacijenata (6,7%), koji
su postigli SVR. Ovakav rezultat je u skladu sa literaturnim podacima stranih autora, Cije se
incidencije kreéu od 0-9% [98,131,132,229,231,232]. Cinjenica da je u grupi terapijski
najzahtevnijih pacijenata sa hronicnom HCV infekcijom postignuto i odrzano visegodi$nje
odsustvo detektibilne viremije, govori u prilog pouzdanosti SVR kao markera eradikacije HCV

infekcije.

Nasi rezultati su pokazali da medu pacijentima sa kasnim virusoloskim relapsom
dominiraju pacijenti sa najtezim preterapijskim oStecenjem jetre tj. cirozom, visokom bazalnom
viremijom >800 000 IU/ml i dominatno nepovoljnim genotipom TTrs12979860. Medutim u
naSoj studiji jedini preterapijski faktor, koji je na nivou statistiCke znacajnosti, doveden u
negativnu vezu sa rizikom od kasnog virusolo$kog relapsa, je prisustvo CCrs12979860 genotipa
(kod 82,1% kasnih relapsera). Veldt i autori u studiji sa 12 kasnih relapsera nakon monoterapije
interferonom (pri ¢emu nije bila ukljucena analiza polimorfizama IL28B), takode nisu doveli u
vezu klasi¢ne preterapijske faktore, kao S$to su demografske karakteristike pacijenata,

patohistoloski nalaz, viremiju, genotip HCV, sa nastankom kasnog virusoloskog relapsa [239].

Kada su u pitanju polimorfizmi IL28B, do sada nije analiziran njihov potencijalni znacaj
kada je u pitanju kasni virusoloski relaps, jer je koris¢en i ispitivan iskljucivo kao prediktor
spontane eliminacije HCV infekcije i postizanja SVR [154-159]. Rezultati naSe studije
predstavljaju prve, te vrste, koji su uzeli u obzir genski polimorfizam IL28B, kao moguci
prediktor dugoro¢ne nedetektibilne viremije i nakon 6 meseci od zavrsetka terapije. Prisustvo CC

genotipa, za koji je poznato da je prediktor SVR, je u naSoj studiji imalo pozitivan prediktorni
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znacaj tj. pacijenti sa ovim genskim polimorfizmom su znacajno ceS¢e imali stabilan SVR 1
nakon dugogodisnjeg perioda pracenja. S obzirom na ovaj rezultat i ¢injenicu da je odredivanje
polimorfizama gena za IL28B relativno jednostavna i ekonomicna analiza, sasvim je sigurno da
ovaj test moze imati veliku korist ne samo u predikciji SVR ve¢ i identifikaciji pacijenata kod
kojih postoji rizik od nastanka kasnog virusoloSkog relapsa (pacijenti sa non CC genotipom), pa i
potrebe za ponovnim HCV RNK PCR tokom follow-up perioda.

Kada je re¢ o problemu kasnog virusoloskog relapsa, do sada publikovani rezultati su
veoma oskudni i nekonkluzivni [31]. Najve¢i ogranicavajuci faktor za pouzdaniju analizu
prediktora su mali uzorci pacijenata, zbog izuzetno niske stope kasnog relapsa, kao i Cestog
rasipanje pacijenata nakon dugogodisnjeg follow up-a, §to je ograni¢enje i ove studije. U
poglavlju ,,Ograniéenja studije* ¢e biti detaljnije diskutovani i drugi potencijalni problemi ( kao
Sto su prag detekcije molekularnih testova 1 rizik od reinfekcije), koji mogu imati uticaja na

konacne rezultate i zakljucke.

Analiza biohemijskih parametara u okviru viSegodiSnjeg perioda praéenja predstavlja
tehnicki jednostavan postupak, koji je ekonomican i izvodljiv, bez obzira na klinicki milje.
Veliki broj studija pokazuje da je terapijski uspeh (postignut SVR, bez obzira na terapijski
protokol) praden i biohemijskom remisijom, osim u sluaju konkomitantnog hepatoloskog

oboljenja, abuzususa alkohola, kao i progresije steatoze jetre [128,136,230].

Lau i autori su pokazali da je kod svih pacijenata u slucaju terapijskog neuspeha,
detektibilna HCV RNK bila pracena povremenim ili perzistentno poviSenim vrednostima

serumskih transaminaza, u odsustvu sekundarnog hepatoloskog razloga [240].

Sli¢ni zakljucci su publikovani i kada je u pitanju dugogogodisnji follow-up pacijenata sa
ostvarenim SVR, gde se navode stabilne stope biohemijske remisije i do 99% pacijenata, ¢ak i

kod pacijenata sa virusoloSkim relapsom [128].

Medutim kako je poznato da cak i pacijenti sa komplikacijama (npr. HCC) mogu imati
perzistentno normalne vrednosti enzima jetre, pracenje samo biohemijskih parametara kod

pacijenata, narocCito u grupi sa teSkim oSte¢enjem jetre, nije dovoljno [136,239].
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Postoje i publikovane studije gde se poviSena aktivnost ALT uz histoloSku aktivnost,
dovodi u vezu sa prekomernim imunoloSkim odgovorom (intrahepatiCkih citotoksicnih T
limfocita), Sto rezultira pojavom nize viremije, pa se paradoksalno javlja situacija u kojoj je
biohemijski profil pacijenta u negativnoj korelaciji sa viremijom [236]. Kompleksnu interakciju
izmedu viremije i biohemijskog odgovora odrazavaju i rezultati nase studije, koji su pokazali da
je biohemijski relaps iako ¢e$¢i, bez statistiCki znacajne Korelacije sa pojavom kasnog

virusoloskog relapsa.

Kada je re¢ o pracenju progresije fibroze, postoji veoma ograni¢en broj studija
dugoro¢nog pracenja pacijenata sa SVR, kod kojih su sprovedene rebiopsije jetre radi
reevaluacije patohistolo§kog nalaza i ishoda fibroze. Reichard i autori su u follow-up studiji od
23 pacijenata sa stabilnim SVR, rebiopsijom nakon 5 godina od zavrSetka terapije, pokazali
znacajno poboljSanje patohistoloskog nalaza (uz smanjenje prose¢nih vrednosti skorova fibroze 1
inflamacije), a slicno parcijalno poboljSanje je registrovano kod dva pacijenta sa kasnim
virusoloskim relapsom (kod oba pacijenta uz redukciju inflamacije, uz regresiju fibroze kod

jednog i stacionaran nalaz skora fibroze kod drugog) [136].

Shiratori i saradnici su na znacajno veéem uzorku od 183 pacijenata sa SVR nakon
rebiopsije posle 3,7 godina (medijana) pokazali znacajnu povezanost SVR sa redukcijom fibroze
od —0.60 = 0.07 (u periodu pracenja <3 godine) i1 —0.88 + 0.08 ( nakon >3 godina pracenja posle
postignutog SVR) prose¢nu regresiju fibroze od -0.28+0.03 jedinica/godisnje [241].

Tachi i autori su na studiji od 97 pacijenata sa SVR nakon prose¢nih 5,8 godina pokazali
regresiju fibroze kod 44 pacijenata (45%), progresiju kod 6% pacijenata i stacionaran nalaz kod
47 pacijenata (48%), dok u studiji George i autora nakon prose¢nih 62 meseca pracenja nije bilo

regresije fibroze kod 20% pacijenata na uzorku od 49 pacijenata sa SVR [137,139].

Ovakvi rezultati govore u prilog Cinjenici da je vremenski period izmedu biopsija od
velikog znacaja u proceni fibrogeneze, nakon sprovedene terapije, a da se regresija fibroze, kao
jedan veoma dugotrajan proces, moze dovesti u vezu sa supresijom replikacije HCV

[139,228,239].

U svakodnevnoj praksi, ishod fibrogeneze moze uticati na nastanak klini¢kih

......
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autora su demonstrirana povezanost progresivne fibroze sa nastankom HCC tj. ucestalost HCC je
u grupi pacijenata sa progresijom fibroze bila statisti¢ki znacajno veca (33%), u odnosu na
pacijente sa regresijom ili stacionarnim nalazom fibroze (4%), nakon 5 godiSnjeg perioda

pracenja [139].

Rezultati nase studije u kojoj je koris¢en Fibroscan kao neinvazivna metoda, su pokazali
stacionaran nalaz kod najveceg broja pacijenata sa SVR (90,4%), uz regresiju skora fibroze kod 8
(5,5%) pacijenata, za period pracenja od 50 meseci (medijana). Progresija fibroze je
konstatovana kod 6 pacijenata (4,1%), koji su takode imali i detektibilnu viremiju (kasni

relapseri).

Marugan i autori su na uzorku od 80 pacijenata (koju je ¢inilo 92% pacijenata sa laksim
bazalnim oSte¢enjem jetre) pokazali povezanost nedetektibilne viremije tokom follow-up perioda
od 4 godine, sa stacionarnim nalazom fibroze (merenim serijskim Fibrosken snimanjima) uz
regresiju fibroze kod 0,8% pacijenata, uz odli¢nu podnosljivost ove neinvazivne dijagnosticke
metode [128]. Kada je re¢ o pacijentima sa teSkom bazalnom fibrozom, ¢ak i kod pacijenata sa
stabilnim SVR postoje dokazi o povezanosti dugoro¢nog ishoda fibroze sa klini¢kim

komplikacijama (narocito pojavom HCC), $to ¢e biti diskutovano u nastavku.

lako postoje dokazi o redukciji skorova fibroze merene Fibroskenom i u ovoj specifi¢noj
grupi pacijenata, otezavajuci faktor u upotrebi i tumacenju neinvazivnih dijagnostickih metoda

.....

mogu dobiti potcenjene vrednosti Fibroskena kod ovakvih pacijenata [242,243].

Uprkos Ccinjenici da postoje kontradiktorni rezultati o pouzdanosti neinvazivnih
dijagnostickih procedura, kao $to su Fibroscan, Fibrotest i markera (APRI, the FIB-4 index and
the Forns index), rebiopsije u eri visoko efikasne i potentne DAA antivirusne terapije svakako
viSe nisu opravdane, naroCito u pracenju pacijenata sa postignutim SVR. Rebiopsije, kao
invazivna dijagnosti¢ka procedura, pogotovo u grupi pacijenata sa cirozom jetre, povezane su sa

znacajnim rizikom od krvarenja i drugih neZeljenih efekata.
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U svakodnevnoj klinickoj praksi u nasoj sredini sprovodena je strategija dugogodiSnjeg
pracenja pacijenata sa preterapijskom teSkom fibrozom, bez obzira na terapijski ishod i vrstu

antivirusne terapije.

U naSoj sredini do sada nije bilo publikovanih rezultata o dugoro¢nom ishodu, mimo
SVR (narocito kod pacijenata sa cirozom), kao ni lokalnih preporuka ili vodica koji bi dali jasne

instrukcije o duzini i1 frekventnosti pracenja ovakvih pacijenata.

Medutim sada ve¢ visedecenijske klinicke opservacije u svakodnevnom ambulantnom
radu, uprkos mnogim tehni¢kim (narocito dijagnosti¢kim ograni¢enjima), ukazuju na ¢injenicu
da se kod terapijski iskusnih pacijenata sa teSkim bazalnim oSte¢enjem jetre i dalje beleze

nezeljene klinicke komplikacije, uprkos postignutom SVR ili ¢ak regresiji fibroze (ciroze) [239].

Poslednjih godina su mnogobrojne studije pokazale slicne rezultate, koji su
implementirani u formalnim preporukama Evropske asocijacije za ispitivanje jetre (EASL-
European Association for the study of Liver) za post-terapijski follow-up pacijenata sa
postignutim SVR. Kada je re¢ o pacijentima bez preterapijske ciroze, postignut SVR se
poistovecuje sa izleGenjem, a periodi¢ni follow-up Se ne savetuje, osim u sluc¢aju preegzistentnih
komorbiditeta ili kofaktora za bolest jetre (podatak o zloupotrebi alkohola, gojaznost, dijabetes
melitus tip 2). Pacijentima sa postignutim SVR, koji su nalik na naSe pacijente, preterapijski
imali teSku fibrozu i cirozu (METAVIR skor >3), se preporucuje ehosonografski skrining na
HCC svakih 6 meseci. Kod ovakvih pacijenata, koji su preterapijski imali i varikse jednjaka, se
savetuje i ponavljanje endoskopije, iako su krvarenja iz variksa veoma retka nakon postignutog
SVR [87].

Najces¢i nepovoljan klini¢ki ishod u ovoj grupi pacijenata i glavni razlog potrebe za
dozivotnim pracenjem je upravo rizik od pojave HCC. Nedvosmisleno je pokazano u mnos§tvu
studija da postizanje i1 odrzavanje SVR dramati¢no smanjuju rizik od pojave HCC, bez obzira na
vrstu terapijskog protokola koji je koriS¢en, Cak i1 kod pacijenata sa preterapijskom cirozom

[239,240,241,244-246].

Morgan i autori su u svojoj velikoj metaanalizi pokazali da je SVR bio povezan sa
trostrukim smanjenjem rizika za nastanak HCC (u odnosu na pacijente kod kojih nije postignuta

nedetektibilna viremija) kod pacijenata sa razli¢itim stepenom preterapijske fibroze [247]. Kada
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je re¢ samo o pacijentima sa teSkom fibrozom i cirozom, velika multicentri¢na follow-up studija
van der Meera od 530 pacijenata je pokazala nakon 8,4 godina (medijana), kumulativnu
incidenciju HCC od 5%, kod pacijenata sa stabilnim SVR u odnosu na 22% kod pacijenata, kod
kojih nije postignut SVR, kao i procenjeni rezidualni rizik od nastanka HCC na 1000 pacijenata
sa cirozom 1 SVR od 1% godisnje [248,249].

Publikovane godiSnje incidencije se znacajno razlikuju u zavisnosti od geografske regije-
naro¢ito kada se porede rezultati autora sa dalekog istoka (naro¢ito u radovima Japanskih
autora), gde se publikuju incidencije izmedu 0,02% i 0,5% godiSnje kod pacijenata sa
postignutim SVR [250,251].

Nasi rezultati po pitanju pojave HCC u toku visegodi$njeg perioda pracenja, u grupi
pacijenata koji su ostvarili SVR, su sli¢ni drugim ve¢im studijama koje su obuhvatile pacijente
sa preterapijskom teSkom fibrozom, pri ¢emu je HCC dijagnostikovan kod 7 pacijenata (3,3%).
Prilikom analize mogucih preterapijskih prediktora za nastanak HCC, jedino su preterapijski
povisene vrednosti AFP dostigle nivo statisticke znacajnosti, a tokom perioda pra¢enja porast
AFP i pojava biohemijskog relapsa, Sto je u skladu sa visegodisnjim klini¢kim opservacijama u
ambulantnom pracenju nasih pacijenata. OteZavajuca okolnost, vezana za interpretaciju AFP, su
konfliktni rezultati koji se tiCu veoma varijabilne dijagnosti¢ke i prognosticke prediktivne
vrednosti,a u zavisnosti od grani¢nih vrednosti ovog markera. Neki autori ukazuju na solidnu
senzitivnost 1 specificnost granice od 10 ng/ml u proceni rizika za nastanak HCC kod pacijenata
sa HCV cirozom [252]. Medutim studija Trevisani i autora je pokazala da uprkos odli¢noj
specificnosti visokog nivoa AFP (u ovoj studiji >200 ng/ml) senzitivnost ovakvog nalaza je

iznosila svega 22% [253].

Ovakvi rezultati svakako opravdavaju stanoviSte dozivotnog pracenja pacijenata sa
najve¢im rizikom za nastanak HCC (pacijenti koji su terapijski naivni ili sa terapijskim
neuspehom), ali i pacijenata sa postignutim SVR i teSkom fibrozom, jer pracenje pomenutih
biohemijskih parametara i/ili otkrivanje biohemijskog relapsa su svakako lako dostupni i
ekonomic¢ni U naSem okruzenju. Zanimljivo je da pojava virusoloSkog relapsa 1 progresije fibroze
u nasoj studiji nije dovedena u direktnu vezu sa nastankom HCC, S§to svakako govori u prilog

multikauzalnoj prirodi onkogeneze kod HCC.
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U naSoj zemlji postoje veoma ogranic¢eni publikovani podaci vezani za hepatocelularni
karcinom, posebno kada je re¢ o pacijentima sa HCV infekcijom. Zdravstveno statisticki
godisnjak Instituta za javno zdravlje Batut sa poslednjim podacima iz 2015. godine je publikovao
standardizovane stope incidencije za primarne tumore jetre (bez posebnog osvrta na HCC), koje
su se kretale od 8,1 (za muskarce) 1 3,1 (zene) na 100 000 stanovnika grada Beograda, dok su u

centralnoj Srbiji incidencije 6,5 (za muskarce) i 3,7 (zene) na 100 000 stanovnika [254].

Kanazir i autori su u praéenjem incidencije samo HCC u populaciji Beograda u periodu
od 2004.-2007. godine, identifikovali 45 de novo dijagnostikovanih sluc¢ajeva HCC i pokazali
statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu nastanka HCC i prisustva anti-HCV antitela (bez osvrta
na terapijski status i/ili detektibilnost HCV RNK), HBsAg pozitivnosti i dijabetes melitusa [255].
Ruzi¢ 1 autori su u desetogodiSnjoj retrospektivnoj studiji iz 2014. godine u Klinickom Centru
Vojvodine analizirali 51 pacijenta sa HCV cirozom i HCC, od kojih su 38% pacijenata bili non
responderi i kasni relapseri, a 1,9% pacijenata je imalo ostvaren SVR nakon primene interferona
[256]. Autori su na populaciji starije strukture i znacajno ve¢om duzinom trajanja infekcije
(dominantno posttransfuziono ste€enom), uocili da je 26% obolelih imalo je poviSene vrednosti
AFP uz slican zakljuc¢ak naSim rezultatima o znacaju ovog markera u pra¢enju pacijenata sa
cirozom jetre. Iako nisu analizirani moguéi prediktori, U ovoj studiji su izneseni podaci 0
prosecnom preZivljavanju (nezavisno od primenjenog terapijskog rezima) koje je iznosilo svega
1,39+1,61 godina, dominantno zbog kasnog otkrivanja ali i ograni¢enih terapijskih moguénosti

za le¢enje HCC u Srbiji [256].

Kada je re¢ o drugim klinickim neZeljenim ishodima, rezultati nase studije su pokazali da
su najceS¢e pozne komplikacije (posle HCC), kod pacijenata sa postignutim SVR, pojava
ascitesa (kod 4 pacijenata tj. 1,9%), tromboze v.porte (1,9%) i hepaticke encefalopatije (1,4%),

sli¢no drugim autorima, koji su pratili pacijente sa preterapijskom cirozom [257].

Zanimljivo je da Veldt i autori u velikoj kohortnoj studiji od 479 pacijenata iz 2007.
godine nisu zabelezili ni jednu epizodu dekompenzacije jetrine funkcije (ishodi koji su u nasoj
studiji klasifikovani kao nepozeljni klini¢ki ishodi-ikterus, ascites, hepatiCka encefalopatija,
krvarenje iz variksa jednjaka) kod pacijenata sa teSkom fibrozom i postignutim SVR, nakon
medijane pracenja od 2,1 godine- $to je znacajno kraci follow-up period u odnosu na dizajn nase

studije [258]. Medutim nakon produzetka follow-up perioda na 8,4 godina, registrovana je
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nekolicina pacijenata, kod kojih je ipak doSlo do pojave dekompenzacije jetre, uprkos
postignutom SVR, mada je terapijski uspeh i nedetektibilna viremija i nakon tog perioda bila

znacajan negativan prediktor nepovoljnih klinickih ishoda [249].

U ovoj studiji su po prvi put analizirane uloge genskih polimorfizama u dugoro¢noj

prognozi pacijenata sa teskim oStecenjem jetre izazvanim HCV infekcijom.

Posebno je nalizirana zastupljenost UGT1A1*28 genotipa, koja je ispitivana na uzorku od
42 pacijenata iz studijske kohorte, $to predstavlja prve publikovane rezultate u populaciji

pacijenata sa HCV infekcijom u nasoj zemlji.

Ve¢ je pomenuto da je ovaj alel veoma zastupljen u zemljama nase okoline (podaci se
kre¢u od 12,5% u Makedoniji do 16,7% u Italiji), a Vukovi¢ i autori su na uzorku od 100 zdravih
anti-HCV negativnih osoba iz Srbije, pronasli zastupljenost od 16% [177,178].

Medutim u naSem uzorku od 42 pacijenata sa HHC zastupljenost je bila znacajno veca-
cak 23,8%, $to je medu visSim publikovanim prevalencijama (doduSe publikovani rezultati se
odnose na zdrave dobrovoljne davaoce krvi), mada se najviSe prevalence beleze u Africkim

zemljama i do 43% [177].

Kada je re¢ isklju¢ivo o populaciji pacijenata sa HCV infekcijom, nasa zastupljnost je
takode znacajno visoka u odnosu na do sada publikovane rezultate stranih autora iz velikih
multietnickih populacija pacijenata sa HCV infekcijom (Urbanek i saradnici 15,7%, Souza i
saradnici 10,4%) [171,179].

Moguce je da je prava zastupljenost ovog genotipa zapravo mnogo visa tj. da su
publikovani rezultati potcenjeni, kako se i dijagnoza Gilbertovog sindroma cesto previdi zbog
promenjivih klinickih znakova. Subklinicki Gilbertov sindrom se javlja znatno cesce, zbog
inkompletne penetrantnosti pomenute mutacije, ali i drugih urodenih i steenih poremecaja
metabolizma bilirubina, koji mogu uticati na klinicku prezentaciju, pa time i na indikaciju za

genetskim ispitivanjem u pravcu Gilbertovog sindroma.

Takode, specificnost naSe studijske grupe se ogleda u njenoj genetskoj homogenosti,
kako su svi pacijenti istovetnog etnickog porekla. Ograni¢enja ove analize 1 interpretacije

rezultata se prevashodno odnose na veli¢inu uzorka, $to ¢e biti diskutovano u daljem tekstu.
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U ispitivanoj grupi naSih pacijenata prisustvo UGT1A1*28 genotipa je uticalo na
preterapijske vrednosti ukupnog bilirubina 1 feritina, Sto su takode zakljucci dve velike studije
Piekuse i saradnika, kao i de Souza i saradnika [171,180]. Hiperbilirubinemija, koja kod
pacijenata sa UGT1A1*28 genotipom nastaje zbog smanjene aktivnosti enzima UDP-
glukuronoziltransferaze, moze biti veoma visoka, naro¢ito na pocetku primene ribavirina (kako
sa primenom interferona, tako i u kombinaciji sa DAA) [181,259]. Neosporno je da u sluéaju
pojave ikterusa tokom primene ribavirina, genotipizacija moze dati adekvatno objasnjenje za
pojavu hiperbilirubinemije i na taj nacin iskljuditi ribavirinom-indukovanu hemolizu, ¢ime moze

izbe¢i neopravdano ukidanje/subdoziranje ovog leka.

Znafajno je napomenuti da osim farmakogenetskog znacaja ovog genotipa,
hiperbilirubinemija kod ovih pacijenata moze dovesti do negativne selekcije i iskljucivanja iz

klini¢kih studija, ali i precenjivanja stepena oStecenja jetre (Child-Pugh i MELD skor) [181,182].

Osim hiperbilirubinemije, povezanost UGT1A1*28 genotipa sa vrednostima serumskog
feritina kod pacijenata sa HHC su takode uocili i Piekuse i autori $to je i ocekivano, jer su
serumski markeri gvozda (feritin i transferin) Cesto koriS¢eni kao pomoé¢ni markeri fibroze i
nekroinflamacije jetre [171]. Nasi rezultati su pokazali povezanost ispitivanog genotipa sa nizim
vrednostima feritina (mada bez povezanosti sa stepenom fibroze jetre), Sto moZe ukazati na

grupu pacijenata sa potencijalno efikasnijim odgovorom na antivirusnu terapiju.

Nasi rezultati nisu pokazali da postoji povezanost izmedu prisustva UGT1A1*28 genotipa
i drugih markera vezanih za HCV infekciju-preterapijske viremije, genotipa virusa, kao i vec
pomenuto odsustvo povezanosti sa preterapijskim stepenom fibroze, slicno ve¢ publikovanim

rezultatima Urbanek i saradnika [179].

U tekstu je ve¢ diskutovana kompleksna priroda patogeneze fibroze kod HHC, u kojoj
ucestvuju genetski determinisani faktori, apoptoza, imunoloSki posredovani mehanizmi i
oksidativni stres. Nedostatak povezanosti ispitivanog genotipa sa fibrozom jetre moze biti u vezi
i sa drugim faktorima vezanih za samu HCV infekciju-kao $to su duzina trajanja infekcije i dob

pacijenta u momentu inficiranja, BMI, komorbiditeti i faktori sredine [260].

U nasoj studiji su po prvi put ispitivani i publikovani rezultati, koji ukazuju na odsustvo

povezanosti UGT1A1*28 genotipa sa dugoro¢nim ishodima kod pacijenata sa teSkom fibrozom i
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cirozom, koji su postigli SVR,i to pojavom kasnog virusoloskog relapsa, progresije fibroze i
pojavom HCC [261]. Ovo su prvi rezultati te vrste, i pretragom literature nisu pronadene studije

drugih autora, koje bi omogucile poredenje sa nasim rezultatima.

Ve¢ je diskutovan razlog moguceg odsustva ove povezanosti, kada je u pitanju progresija
fibroze, a samim time i pojave nepovoljnih ishoda (HCC). Odsustvo povezanosti sa pojavom
kasnog virusoloskog relapsa se takode ogleda kroz ve¢ pomenut izostanak korelacije sa

osnovnim preterapijskim markerima vezanim za HCV.

U odsustvu literaturnih podataka koji se bave ovom problematikom, kao i ograni¢enim
uzorkom, veoma je teSko doneti definitivne zakljucke o znaCaju ovog polimorfizma u

dugoroc¢noj prognozi pacijenata sa HHC.

Kada je re¢ o polimorfimima gena za IL28B, brojne studije stranih autora, kao i domaci
autori Lazarevi¢ 1 saradnici, Djordevi¢ J, su nedvosmisleno doveli u vezu povoljan
CCrs12979860 genotip sa postizanjem SVR [155,157,161,262].

Prediktorna mo¢ CC genotipa kod G1 HCV infekcije je iskoriS¢ena za proizvodnju
komercijalnog testa (koji je jednostavan za izvodenje i jeftin), ¢ime je znacajno unapredena
efikasnost RGT protokola baziranih na interferonu. Medutim rezultati najnovih studija ukazuju i
na potencijalni znacaj odredivanja polimorfizama gena IL28B 1 u eri DAA, narocito kada je u

pitanju predikcija ranog virusolo§kog odgovora i progresije fibroze [163,164,168].

Medutim kada je u pitanju ishod HCV infekcije nakon perioda pracenja, postoje vrlo
oskudni 1 konfliktni rezultati, narocito kada je re¢ o moguc¢oj povezanosti odredenih genotipova
IL28B sa nekroinflamacijom i fibrogenezom [165-168]. U na$oj zemlji osim pomenutih domacih
autora, koji su analizirali SVR, nema rezultata bilo kakvih studija, u kojima je analiziran

dugoro¢ni znacaj ovih genskih polimorfizama.

Rezultati naSe studije su pokazali da postoji znacaj genotipizacije IL28B u predikciji
dugoroc¢ne stabilne nedetektibilne viremije i nakon postignutog SVR, kod pacijenata sa najtezim

oStecenjem jetre.

Pokazano je da je prisustvo povoljnog genotipa CCrs12979860 nezavisni prediktor

dugoroc¢ne supresije HCV replikacije, nakon postignutog SVR, §to predstavlja prve rezultate te
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vrste, jer je do sada ovaj genotip koris¢en iskljucivo za predikciju spontane eliminacije HCV i
postizanja SVR [263]. Klini¢ki nepovoljniji genotip TTrs12979860, iako znacajno ¢es¢i kod
pacijenata sa kasnim virusoloskim relapsom, nije bio statisticki znacajan u predikciji ovog
nezeljenog ishoda. Manjak podataka vezanih za ovu pojavu svakako se moze objasniti malim
brojem pacijenata sa kasnim virusoloskim relapsom, S$to zbog stabilnosti SVR, ali i zbog

dugogodiS$njeg osipanja pacijenata tokom follow-up perioda (poglavlje o ograni¢enjima studije).

Pitanje povezanosti polimorfizama IL28B sa progresijom fibroze je bolje prouc¢eno, mada
su rezultati krajnje kontradiktorni. Nas$i rezultati nisu pokazali vremenski zavisnu povezanost
izmedu genotipova IL28B i progresije fibroze, kao ni protektivan efekat CC genotipa na
fibrogenezu, sli¢no rezultatima studije Nourredina i saradnika [165]. Medutim Falleti i autori su
u svojoj studiji iz 2011. godine na uzorku od 629 terapijski iskusnih pacijenata, pokazali

kontradiktorne rezultate i dokazali korelaciju izmedu prisustva T alela i tezine fibroze [166].

Takode nasi rezultati nisu doveli u vezu nastanak HCC, kao jednog od poznih neZeljenih
klini¢kih ishoda, sa genotipom IL28B, sli¢no rezultatima Savina i saradnika. Savino i saradnici
su u velikoj prospektivnoj kohortnoj studiji 15 godina pratili terapijski iskusne i terapijski naivne
pacijente sa HHC i cirozom jetre bez povezanosti genotipova I1L28B sa smrtnim ishodom i
nezeljenim klinickim ishodima-dekompenzacijom ciroze i pojavom hepatocelularnog karcinoma
[264]. U ovoj studiji, autori nisu uzeli u obzir stabilnost virusoloske supresije u podgrupi
pacijenata sa ostvarenim SVR, niti je analizirana povezanost sa pojavom kasnog virusoloskog

relapsa.

Kada je re¢ o inflamaciji, Nourredin i saradnici su u odsustvu veze sa fibrozom, ipak
pronasli povezanost genotipova IL28B sa stepenom nekroinflamacije i dugoro¢nim klini¢kim
ishodima. Autori su objasnili ovaj paradoksalni rezultat ¢injenicom da su mehanizmi fibrogeneze
multikauzalni i da mogu biti nezavisni od inflamacije. Rezultati drugih autora (Mehta i saradnici,
Youssef i saradnici, D’Ambrosio i saradnici) nisu pokazali bilo kakvu povezanost izmedu

genotipova IL28B (narocito rs12979860 polimorfizma) i nekroinflamacije [265,266,267].

Veoma konfliktni rezultati, kada je u pitanju dugoroCna prognoza pacijenata sa HCV

infekcijom, svakako su posledica populacionih razlika u genetskom miljeu, kao i relativno malih
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uzoraka (kao i nedostatak kontolnih grupa anti HCV negativnih ispitanika) za donoSenje

definitivnih zaklju¢aka, kada je re¢ o populacionoj genetici.

Razultati ove studije su nedvosmisleno pokazali pozitivne efekte uspeSne antivirusne
terapije, kada je u pitanju prezivljavanje terapijski najzahtevnijih pacijenata. Rizik od smrtnog
ishoda je bio 3,3 puta veci u grupi pacijenata kod kojih nije postignut SVR, sto je u skladu sa
literaturnim podacima u studijama koje su pratile pacijente sa preterapijskom teSkom fibrozom i

cirozom.

Van den Meer i autori su u velikoj multicentri¢noj prospektivnoj studiji 530 pacijenata sa
HCV infekcjiom i teSkom fibrozom, koji su praceni 13 godina, jasno pokazali 4 puta manji rizik

od smrtnog ishoda kod pacijenata koji su postigli SVR [249].

Morgan i autori su u okviru velike prospektivne HALT-C studije (koja je pratila
dugoro¢ne terapijske efekte kod pacijenata sa preterapijskom cirozom) pokazali nakon 7,5
godina pracenja znacajnu razliku u kumulativnoj proporciji pacijenata sa smrtnim ishodom-i to
2,2% kod pacijenata sa postigunutim SVR u odnosu na 27% non-respondera koji su neuspes$no
leceni, kao 1 uz znacajno nize koli¢nike rizika (HR) u grupi SVR za sve vremenski zavisne

ishode-smrtni ishod, potrebu za transplantacijom i nastanak HCC [268].

Fernandez Rodriguez i autori su takode publikovali rezultate 5-godiSnjeg mortaliteta, u
okviru velike multicentri¢ne studije koja je obuhvatila 568 pacijenata sa cirozom, i to 2% kod

pacijenata sa SVR u odnosu na 14% kod non-respondera [269].

Nasi rezultati su takode pokazali da su nezavisni prediktori smrtnog ishoda (osim
terapijskog neuspeha) bili starost preko 40 godina, prisustvo komorbiditeta, teska
trombocitopenija 1 poviSene vrednosti AFP. Zanimljivo je da nije pokazana razlika u rizicima u
zavisnosti od genotipa HCV, §to je bio sluc¢aj u nekolicini studija, u kojima je genotip 3 infekcija

dovedena u vezu sa brzom progresijom fibroze i steatozom [270].

Takode, iako je uocena znaCajno veca zastupljenost viseg METAVIR skora medu
pacijentima koji su preminuli, prisustvo ciroze u odnosu na tesku fibrozu nije se pokazalo kao
statisticki znacajan prediktor smrtnog ishoda u nasoj kohorti, bez obzira na terapijski ishod. U

ve¢ pomenutoj multicentri¢noj studiji Spanskih autora, su medu nezavisnim prediktorima
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smrtnog ishoda kod pacijenata sa cirozom, jasno pokazali izostanak SVR, preterapijsku

hipoalbuminemiju i prisustvo variksa jednjaka [269].

Sli¢ne prediktore navode 1 autori velike 10-godiSnje multicentricne studije iz Kine, koji
su takode pokazali da su terapijski neuspeh, komorbiditeti (dijabetes melitus i hipertenzija-koje
smo i mi pratili) i konzumiranje alkohola prediktori smrtnog ishoda, ali i preterapijski stepen
fibroze i koinfekcija hepatitisom B [271]. Brojne studije su pokazale znacaj starosti pacijenata,
ve¢ pomenutog nivoa albumina, tezine fibroze, komorbiditeta (pored pomenutih i gojaznost), a
nekolicina ¢ak i korelaciju sa dugogodi$njim pusenjem i posttransfuzijski ste¢enom infekcijom

[5,91,93,271-273].

Posebno su zanimljivi rezultati koje smo dobili u grupi pacijenata sa postignutim SVR-
medu kojima je pokazano da kasni virusoloski relaps, iako ¢e$¢e uocen, nije predstavljao

nezavisni prediktor smrtnog ishoda.

Medutim, tokom perioda pracenja, biohemijski relaps, porast AFP i pojava neZeljenih
klini¢kih ishoda (ukljuéuju¢i HCC), su se pokazali kao nezavisni prediktori smrtnog ishoda kod
pacijenata, uprkos uspes$noj antivirusnoj terapiji. Ipak postoji znacajan broj studija, koje su
pokazale da je ¢ak i u slucaju nastanka HCC, prezivljavanje znacajno vise kod pacijenata sa

postigntim SVR u odnosu na non-repondere [274].

Svakako ovakvi rezultati obavezuju na dugorofno pracenje pacijenata sa teSkom
fibrozom i cirozom, kako bi se §to ranije dijagnostikovale potencijalno hirurski resektibilne

promene, cak i kod pacijenata sa stabilnim SVR 1 dugogodiSnjom nedetektibilnom viremijom.

lako je u naSoj studiji obuhvacen solidan broj ispitanika, koji su detaljno analizirani 1
praceni tokom duzeg vremenskog perioda, uzorak pacijenata koji je koris¢en u analizi
virusoloSkog i biohemijskog ishoda kod pacijenata sa SVR (n=209), kao i detekciji genetskih
polimorfizama IL28B i UGT1A1 (n=42) je bio ogranicen, uz razlike u duzini perioda pracenja.
Sve ovo otezava interpretaciju podataka i donoSenje zakljuc¢aka o celokupnoj populaciji

pacijenata sa teSkim oSte¢enjem jetre izazvanim HCV infekcijom.
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Uprkos ¢injenici da su predstavljeni rezultati prvi publikovani ovakve vrste u nasoj
sredini, svakako je potrebno prosiriti broj ispitanika, narocito kada je re¢ o populacionoj genetici,
radi pouzdanije procene ucestalosti pomenutih genskih polimorfizama. Jedan od razloga je
etnicka i geografska specifi¢nost svake populacije (kada su u pitanju zastupljenosti UGT1A1*28
i 1L28B CC genotipovi), mada su rezultati koje smo dobili i prezentovali sli¢ni rezultatima

publikovanim u zemljama nasSeg pokruZenja na znacajno ve¢em uzorku ispitanika [162,178].

Dizajn studije na nivou zdravstvene ustanove tercijernog nivoa, kao i selekcija pacijenata
sa preterapijskim teskim oSteCenjem jetre, svakako predstavljaju selekcioni bias, jer su imali
uticaja na prosecnu starost ispitivane populacije i manju zastupljenost pacijenata iz populacije
PWID. Kako je pokazano da su pacijenti sa teSkom fibrozom/cirozom starije dobi, a da je u
populaciji PWID veoma mali udeo pacijenata sa teSkom preterapijskom lezijom jetre, moguce je
da je starost naSe kohorte precenjena, a zastupljenost pacijenata iz PWID potcenjena (zbog cega
je moguce da je i zastupljenost non-G1 infekcije u nasoj kohorti precenjena) u odnosu na ¢itavu

populaciju pacijenata sa HCV infekcijom.

Kada je re¢ o evaluaciji virusoloskog ishoda jedan od glavnih ograni¢avajucih faktora
predstavlja senzitivnost virusoloSkih testova. lako je koriS¢en visoko osetljiv PCR test sa pragom
testova otkrilo jo§ vise pacijenata sa detektibilnom viremijom na kraju terapije (pravi terapijski
neuspeh sa niskom viremijom), ¢ime bi se smanjila mogucénost da se pacijenti kasnije tokom

perioda pracenja pogres$no svrstaju u kategoriju kasnih relapsera.

U grupi pacijenata sa kasnim virusolos$kim relapsom nije mogla biti apsolutno isklju¢ena
reinfekcija, jer nam nije bila dostupna metoda RNK sekvencioniranja, ali je kod svih pacijenata
ponovljena genotipizacija, pa su mecovani genotipovi pre terapije i nakon virusoloskog relapsa.
Takode treba napomenuti da u u ovoj grupi od 14 pacijenata nije bilo podataka o
ranijem/aktivnom konzumiranja intravenskih narkotika (Sto bi bio najveci rizik za reinfekciju),
ve¢ je u najveéem broju bilo re¢ o pacijentima koji su naveli ranije transfuzije krvi/krvnih

derivata kao potencijalni rizik za HCV infekciju (bez repetitivnih inokulacionih rizika).

U cilju procene fibrogeneze tokom perioda pracenja, koriS¢ene su neinvazivne

dijagnosticke metode (Fibrosken i ultrazvuk), dok rebiopsije nisu radene. Stav autora je da u
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ovom slucaju rebiopsije ne bi bile eticki opravdane, pogotovo kada se uzmu u obzir rizik od
komplikacija prilikom izvodenja ove intervencije (naroCito kod pacijenata sa cirozom). Zbog
toga je u rezultatima i diskusiji navedeno da je re¢ o proceni progresije/regresije fibroze, bez
mogucénosti donoSenja definitivnog zakljuc¢ka. Kod izvesnog broja pacijenata nije mogla biti
uCinjena ni preterapijska (bazalna) biopsija jetre i patohistoloski pregled zbog postojanja

kontraindikacija za ovu intervenciju, $to je objasnjeno u poglavlju Pacijenti i metode.
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6. ZAKLJUCCI

1. Kombinovana antivirusna terapija PEG-IFN i ribavirinom je u grupi terapijski najzahtevnijih
pacijenata sa teSkom fibrozom i cirozom jetre bila veoma uspe$na, sa postignutim SVR kod
64,3% pacijenata, od kojih je 92,8% prethodno postiglo i ETR. Prediktori terapijskog uspeha u
nasoj studiji su bili postizanje nedetektibilne viremije nakon zavrSetka terapije (ETR),
starost<40 godina, infekcija non-1 genotipom HCV i lak$i bazalni stepen fibroze (nizi
METAVIR skor).

2. SVR predstavlja pouzdan laboratorijski marker terapijskog uspeha i nakon dugogodis$njeg
prac¢enja kod pacijenata sa teSkom preterapijskom fibrozom i cirozom, a u vezi je sa redukcijom

nezeljenih klinickih ishoda i smanjenjem mortaliteta.

3. Stopa kasnog virusoloskog relapsa je, kod pacijenata sa teskim oSteCenjem jetre Koji su
postigli SVR, veoma niska i iznosi 6,7%, $to je u skladu sa do sada publikovanim rezultatima
stranih autora (0-9%). Jedini nezavisni prediktor kasnog virusolos§kog relapsa u nasoj studiji bio
je non-CC genotip IL28B, mada su medu kasnim relapserima bili zastupljeniji pacijenti sa

cirozom i visokom bazalnom viremijom.

4. Analizom polimorfizama gena za 1L28B, pokazan je znacaj genotipizacije IL28B u predikciji
dugoroc¢ne stabilne virusoloSke supresije i nakon postignutog SVR. Pokazano je da je prisustvo
povoljnog genotipa CC rs12979860 nezavisni prediktor dugorocne supresije HCV replikacije,
nakon postignutog SVR, Sto predstavlja prve rezultate te vrste, jer je do sada ovaj genotip
koriS¢en isklju€ivo za predikciju spontane eliminacije HCV 1 postizanja SVR. Medutim
genotipizacija IL28B nije bila od znacaja u pracenju progresije fibroze, niti proceni rizika od
natanka HCC.

5. Analizom polimorfizama gena za UGT1Al, uocena je visoka zastupljenost UGT1A1*28
genotipa (23,8%) medu pacijentima. Ovaj genotip predstavlja znacajan farmakogenetski faktor,
koji moze uticati na pojavu hiperbilirubinemije tokom primene antivirusne terapije, a koja nije u

vezi sa primenom ribavirina. Prisustvo UGT1A1*28 genotipa je dovedeno u vezu sa
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preterapijskim vrednostima ukupnog bilirubina i feritina. U ovoj studiji su po prvi put ispitivani
i publikovani rezultati, koji ukazuju da prisustvo ovog genotipa nema uticaj na dugoro¢ni ishod
(kasni virusoloski relaps, progresiju fibroze i pojavu HCC) kod pacijenata sa teSkom fibrozom i

cirozom, koji su postigli SVR.

6. Kod pacijenata sa teSkim preterapijskim oStecenjem jetre, uprkos postignutom SVR i
odrzavanju nedetektibilne viremije, postoji rizik od nepovoljnih klini¢kih ishoda, od kojih je
najée$¢i hepatocelularni karcinom (HCC). Pokazano je da su pojava biohemijskog relapsa i
porast vrednosti AFP statisticki znacajni nezavisni prediktori, dok pojava kasnog virusoloskog

relapsa i progresija fibroze nisu imali prediktivnu vrednost za nastanak HCC.

7. Pacijenti sa uznapredovalim ostecenjem jetre, kod kojih je sprovedena uspesna kombinovana
antivirusna terpija i postignut SVR, imali su tokom perioda pracenja vise nezavisnih prediktora
smrtnog ishoda, kao $to su porast AFP, pojava biohemijskog relapsa i dekompenzacija (pojava

nezeljenih klini¢kih ishoda).

8. Kod pacijenata sa postignutim SVR, pojava kasnog virusoloskog relapsa i progresija fibroze

nije dovedena u vezu sa poveéanim rizikom od smrtnog ishoda.

9. Zbog postojanja rizika od nastanka nezeljenih klinic¢kih ishoda i moguénosti dalje redukcije
mortaliteta u slucaju pravovremene dijagnostike HCC, opravdano je dugoro¢no pracenje
pacijenata sa teSkom fibrozom i cirozom, uprkos postignutom SVR sa dugogodi$njom

supresijom virusne replikacije.
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