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Epigeneticke promene kao potencijalni biomarkeri u bolestima jetre indukovanim hroni¢nom
infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b

Sazetak

Hroni¢na infekcija virusom hepatitisa C dovodi do fibroze jetre, a potencijalno i do ciroze i
hepatocelularnog karcinoma. Prevencija komplikacija bolesti se zasniva na antivirusnoj terapiji i ranoj
dijagnozi. Stoga smo analizirali uticaj faktora domacina i virusa na progresiju bolesti i odgovor na
terapiju pegilovanim interferonom/ribavirinom (PEG-IFN/RBV) kod ispitanika sa hroni¢nom
infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b. Primenom PCR metode specificne za metilaciju (MSP)
je ispitivan metilacioni status gena RASSF1A i p16INK4a, polimorfizam rs12979860 gena IL28B je
odreden esejom TagMan, dok je automatskim sekvenciranjem analiziran mutacioni status virusnog
gena C u uzorcima plazme ispitanika. Pojedina¢no gledano, metilacioni status gena RASSF1A i
pl6INK4a, kao i amino-kiselinske izmene proteina C nisu se pokazali kao znacajan biomarker
odgovora na terapiju PEG-IFN/RBV i progresije bolesti. Medutim, njihova istovremena analiza sa
genotipom gena IL28B je pokazala da je istovremena metilacija gena RASSF1A, odnosno gena
pl6INK4a i prisustvo genotipa CC gena IL28B povezana sa postizanjem stabilnog virusoloskog
odgovora (SVO). Takode je utvrdeno da je istovremeno prisustvo amino-kiselinske izmene na poziciji
75 proteina C i genotipova CT/TT gena IL28B povezano sa izostankom odgovora na terapiju (BO)
PEG-IFN/RBV, odnosno da je istovremeno prisustvo amino-kiselinske izmene na poziciji 91 proteina
C i genotipa CC gena IL28B povezano sa postizanjem SVO. Dobijeni rezultati sugerisu da
kombinovana analiza metilacionog statusa gena RASSF1A i p16INK4a, polimorfizma rs1297860 gena
IL28B domacina i amino-Kkiselinskih izmena proteina C virusa moze pomoci u predvidanju odgovora
na kombinovanu terapiju.

Kljucéne redi: hepatitis C virus; metilacija DNK; RASSF1A; p16INK4a; IL28B; protein C; odgovor na
terapiju; progresija bolesti

Naucéna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biohemija i molekularna biologija



Epigenetic changes as potential biomarkers in liver diseases induced by chronic hepatitis C virus
genotype 1b infection

Abstract

Chronic hepatitis C virus infection leads to liver fibrosis, and potentially to cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Prevention of disease complications is based on antiviral therapy and early diagnosis.
Therefore, we analyzed the influence of host and virus factors on disease progression and response to
pegylated interferon/ribavirin (PEG-IFN/RBV) therapy in subjects with chronic hepatitis C virus
genotype 1b infection. The methylation status of the RASSF1A and p16INK4a genes was investigated
using the methylation-specific PCR method (MSP), the rs12979860 polymorphism of the IL28B gene
was determined by the TagMan assay, while the mutational status of the viral C gene in the plasma
samples of the subjects was analyzed by automatic sequencing. Individually examined, methylation
status of RASSF1A and pl6INK4a genes, as well as amino-acid changes of protein C were not
significant biomarkers of response to PEG-IFN/RBV therapy and disease progression. However, their
simultaneous analysis with IL28B gene genotype showed that concomitant methylation of RASSF1A
gene, as well as p16INK4a gene and the presence of IL28B genotype CC associated with sustained
virological response (SVR). It was also determined that the simultaneous presence of an amino-acid
substitutions at position 75 of protein C and CT/TT genotypes of the IL28B gene is associated with a
lack of response to PEG-IFN/RBV therapy, and that the simultaneous presence of an amino-acid
substitutions at position 91 of protein C and genotype CC of the IL28B gene associated with achieving
SVR. The obtained results suggest that the combined analysis of the methylation status of the
RASSF1A and p16INK4a genes, the rs1297860 polymorphism of the IL28B gene and the amino-acid
changes of protein C can help predict the response to combined therapy.

Keywords: hepatitis C virus; DNA methylation; RASSF1A; p16INK4a; IL28B; protein C; response to
therapy; disease progression

Scientific field: Biology

Special topic: Biochemistry and Molecular Biology



SKRACENICE

5mC, 5-metil citozin (eng. 5-methyl Cytosine, 5mC)

AFP, alfa fetoprotein (eng. Alpha Fetoprotein, AFP)

ALT, alanin aminotransferaze (eng. Alanine Aminotransferase, ALT)

AP1, aktivirajuci protein 1 (eng. Activating Protein-1, AP1)

APC, adenomatozna polipoza koli (eng. Adenomatous Polyposis Coli, APC)

AST, aspartat aminotransferaze (eng. Aspartate Aminotransferase, AST)

BAX, BCL2 asociran X regulator apoptoze (eng. BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator, BAX)
Bcl-2, B-¢elijski limfom 2 (eng. B-Cell CLL/Lymphoma 2, BCL2)

BCL-xL, ekstra veliki protein limfoma B ¢elija (eng. B-cell Lymphoma-extra Large Protein, BCL-xL)
BCORL1, BCL6 slican korepresor 1 (eng. BCL6 Corepressor Like 1, BCORL1)

BMI indeks, indeks telesne mase (eng. Body Mass Index, BMI)

BO, bez virusoloskog odgovora

BSA, albumin govedeg seruma (eng. Bovine Serum Albumin, BSA)

CDK, ciklin-zavisna kinaza (eng. Cyclin-Dependent Kinase, CDK)

CDKNZ2A, inhibitor ciklin zavisne kinaze 2A (eng. Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 2A, CDKN2A)
CpG, citozin-pirofosfat-guanin (eng. Cytosine-pyrophosphate-Guanine, CpG)

CSMD1, protein 1 sa viSestrukim CUB i Sushi domenima (eng. CUB and Sushi Multiple Domains 1,
CSMD1)

CTLAA4, citotoksi¢ni T limfocit antigen 4 (eng. Cytotoxic T Lymphocyte Antigen—4, CTLA4)

DAA, terapije koje ispoljavaju direktno antivirusno delovanje (eng. Direct Acting Antivirals, DAA)
ddH20, dejonizovana destilovana voda (eng. deionized distilled water, ddH20)

DMSO, dimetil sulfoksid (eng. Dimethyl Sulfoxide, DMSO)

DNK, dezoksiribonukleinska kiselina (eng. Deoxyribonucleic Acid, DNA)

DNMT, DNK-metiltransferaza (eng. DNA-Methyltransferase, DNMT)

E2F, familija transkripcionih regulatora kod viSih eukariota (eng. family of transcription factors in
higher eukaryotes, E2F)

ECM, ekstracelularni matriks (eng, The Extracellular Matrix, ECM)

EDTA, etilendiaminotetrasiréetna kiselina (eng. Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA)

eEF1A2, eukariotski translacioni elongacioni factor 1 alfa 2 (eng. Eukaryotic Translation Elongation
Factor 1 Alpha 2, eEF1A2)

EGFR, receptor za epidermalni faktor rasta (eng. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR)
EGLN3, Homolog 3 EGL devet (eng. EGL Nine Homolog 3, EGLN3)

EMT, epitelno-mezenhimska tranzicija (eng. Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT)

ER, endoplazmati¢ni retikulum (eng, Endoplasmic Reticulum, ER)

EtOH, etanol (eng. Ethyl alcohol, EtOH)

ETR, odgovor na kraju terapije (eng. End therapy response, ETR)

GEFH1/ ARHGEF2, Rho/Rac faktor razmene guanina 2 (eng. Rho/Rac guanine nucleotide exchange
factor 2, ARHGEF2)

HBYV, virusom hepatitisa B (eng. Hepatitis B Virus, HBV)

HCC, hepatocelulerni karcinom (eng. Hepatocellular Carcinoma, HCC)

HCV, virus hepatitisa C (eng. Hepatitis C Virus, HCV)

HIV, virusom humane imunodeficijencije (eng. Human Immunodeficiency Virus, HIV)

HSC, zvezdaste celije jetre (eng. Hepatic Stellate Cells, HSC)

HTA, terapeutici koji deluju na domacina (eng. Host-targeted agents, HTA)

IFN-A, interferon A (eng, Interferon Lambda, IFN-1)

IL, interleukin

IL28B, interleukun 28 B (eng. interleukun 28 B, IL28B)

IMPDH, inozin 5’-monofosfat dehidrogenaza (eng. /nosine 5'-Monophosphate Dehydrogenase,
IMPDH)

INK4, familija inhibitora ciklin-zavisne kiinaze CDK4 (eng. Inhibitors of Cyclin-Dependent Kinase,
CDKa4)



IRES, unutrasnje mesto vezivanja ribozoma (eng. Internal Ribosome Entry Site, IRES)

IRF9 interferon regulatorni faktor 9 (eng. Interferon Regulatory Factor 9, IRF9)

IRRDR, region odgovoran za rezistenciju na IFN/RBV (eng. IFN/RBV Resistance-Determining
Region, IRRDR)

ISDR, region osetljiv na interferon (eng. Interferon Sensivity Determining Region, ISDR)

ISG, interferonom stimulisani geni (eng. IFN-Stimulated Genes, 1SG)

ISGF-3, IFN-stimulisani genski faktor 3 (eng. Interferon-Stimulated Gene Factor 3, ISGF-3)
IVDU, intravenska upotreba narkotika (eng. Intravenous Drug Use, 1VDU)

JAK, tirozin kinaza (eng. Janus Kinase, JAK)

KRAS, podfamilija proteina RAS (eng. Kirsten Rat Sarcoma 2 Viral Oncogene Homolog, KRAS)
LATS], supresor kinaza 1 velikih tumora (eng. Large Tumor Suppressor Kinase 1, LATS1)
LINEZ1, dugi ispresecani nuklearni element 1 (eng. long interspersed nuclear element-1, LINE1)
LMP, polipeptidi male molekulske mase (eng. Low Molecular Mass Polypeptides, LMP)

LOX, lisil oksidaza (eng. Lysyl Oxidase, LOX)

m, metilovan (eng. methylated, m)

MAP, polipoza asocirana sa genom MUTYH (eng. MUTYH Associated Polyposis, MAP)

MAPK, mitogenom-aktivirane proteinske kinaze (eng. Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK)
MAPs, proteini asocirani sa mikro tubulama (eng. Microtubule-associated Proteins, MAPS)
MBD, metil-CpG-vezujuci domen (eng. Methyl-CpG-binding Domain, MBD)

MBL, manan-vezujuéi lektin (eng. Mannan-Binding Lectin, MBL)

MBP, metil-vezujuéi protein (eng. Methyl Binding Protein, MBP)

MDM2, misji dupli minut 2 homolog (eng. mouse double minute 2 homolog, MDM2)

MGMT, O6-metilguanin-DNK-metiltransferaza (eng. O6-methylguanine-DNA Methyltransferase,
MGMT)

MiRNK, mikro RNK (eng. Micro RNA, miRNA)

MNC, mononuklearne éelije (eng. Mononuclear Cells)

MOAP-1, modulator apoptoze 1 (eng. Modulator of Apoptosis 1, MOAP-1)

MRI, magnetna rezonancija (eng. Magnetic Resonance Imaging, MRI)

MSP, reakcija lancane polimeraze specificna za metilaciju (eng. Methylation Specific Polymerase
Chain Reaction, MSP)

MST1, kinaza 1 koja stimuliSe makrofage (eng. Macrophage Stimulating 1kinase, MST1)
MTOERC1, meta sisarskog rapamicin kompleksa 1 (eng. Mammalian Target of Rapamycin Complex
1, mTOERC1)

MXA, protein A otpornosti na miksovirus (eng. Myxovirus Resistance Protein A, MxA)

NAT, sistematski test nukleinskih kiselina (eng. Systematic Nucleic Acid Test, NAT)

ND, podatak nije dostupan

NDR2/ STK38L, kinaza sli¢na serin/treonin kinazi 38 (eng. Serine/threonine Kinase 38 Like, STK38L)
NF-kB, nuklearni factor kappa, pojaciva¢ lakof lanca aktiviranih B ¢elija (eng. Nuclear Factor Kappa
Light Chain Enhancer of Activated B Cells, NF-kB)

NS, nestrukturni protein hepatitisa tipa C (eng, Nonstructural Protein, NS)

OAS1, aligoadenilat sintetaza 1 (eng. Oligoadenylate Synthetase 1, OAS1)

OREF, otvoreni okvir ¢itanja (eng. Open Reading Frame, ORF)

PAA, poliakrilamid (eng. Polyacrylamide, PAA)

PCR, lan¢ana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR)

PEG-IFN/RBV, pegilovanim interferonom i ribavirinom (eng. Pegylated Interferon/Ribavirin, PEG-
IFN/RBV)

PPP2R5D, protein fosfataza 2 regulatorna subjedinica B’delta (eng. Protein Phosphatase 2 Regulatory
Subunit B'delta, PPP2R5D)

RAS, substitucija asocirana sa rezistencijom na odredene DAA lekove (eng. resistance-associated
substitution, RAS)

RASAL1, RAS-u sli¢an protein aktivator 1 (eng. RAS Protein Activator Like 1, RASAL1)



RASSF1A, clan 1 familije proteina sa RAs asociranim domenom (eng. Ras Association Domain
Family Member 1, RASSF1A)

Rb, retinoblastoma (eng. Retinoblastoma, Rb)

RNK, ribonukleinska kiselina (eng. Ribonucleic Acid, RNA)

ROS, reaktivne vrste kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species, ROS)

RT-PCR , lancana reakcija polimeraze kojoj prethodi reverzna transkripcija (eng. Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)

RUNXS, transkripcioni faktor 3 povezan sa runtom (eng. Runt-related Transcription Factor 3,
RUNX3)

SAD, Sjedinjene Americke Drzave

SAM, S-adenozil-L-metionin (eng. S-Adenosyl-L-Methionine, SAM)

SFRP1, sekretovani protein 1 povezan sa kovrdzanjem (eng. Secreted Frizzled-related Protein 1,
SFRP1)

SL, stablo-petlja (eng. Stem-Loop, SL)

Smurfl, faktor regulacije ubikvitinacije Smad-a 1 (eng. Smad Ubiquitination Regulatory Factor 1,
Smurfl)

SMYD3, protein 3 koji sadrzi SET i MYND domene (eng. SET and MYND Domain-Containing
Protein 3, SMYD3)

SNP, polimorfizmi pojedina¢nog nukleotida (eng. Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

SOCS, supresor signalizacije citokina (eng. suppressor of cytokine signaling, SOCS)

STAT, transkripcioni regulatorni proteini (eng. The Signal Transducer and Activator of Transcription,
STAT)

SVO, stabilni virusoloski odgovor

TDG, timin-DNK glikozilaza (eng. Thymine-DNA Glycosylase, TDG)

TEMED, tetrametiletilendiamin (eng. Tetramethylethylenediamine, TEMED)

TET, deset-jedanaest translokacija (eng. Ten-Eleven Translocation, TET)

TNF-a , faktor nekroze tumora o (eng. Tumour Necrosis Factor o, TNF-o)

TRAIL, Ligand receptor 1 koji indukuje apoptozu povezanu sa faktorom nekroze tumora (eng. Tumor
Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor 1, TRAIL)

TRD, domen za represiju transkripcije (eng. Transcriptional Repression Domain, TRD)

TRIS, tris hidroksimetil aminometan (eng. Tris Hydroxymethyl Aminomethane, TRIS)

UHREF, proteini koji poseduju ubikvitinu slican domen sa PHD i RING prstima (eng. Ubiquitin-like,
Containing PHD and RING Finger Domain, UHRF)

UTR, netranslatiraju¢im regionima (eng. Untranslated Region, UTR)

YAP, transkripcioni regulator asociran sa Yesl (eng. Yesl Associated Transcriptional Regulator, YAP)
ZNF 382, protein sa cinkanim prstima 382 (eng. Zinc Finger Protein 382, ZNF 382)
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Promoting Complex/Cell Division Cycle Protein 20 Homolog, APC/CDC20)
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1. UVOD

1.1. Epidemiologija infekcije virusom hepatitisa C

Hroni¢na infekcija virusom hepatitisa tipa C (HCV) predstavlja jedan od znacajnih zdravstvenih
problema Sirom sveta. Prema najnovijim istraZivanjima, procenjuje se da globalno 50 miliona ljudi,
od ¢ega 3,2 miliona adolescenata i dece, ima hroni¢nu HCV infekciju, sa oko million novih
slucajeva godiSnje (World Health Organization, 2024). Najveéi broj hroni¢no zaraZenih se nalazi u
regionu isto¢nog Mediterana, sa 0ko 12 miliona slucajeva, zatim slede regioni Jugoisto¢ne Azije i
evropski region sa oko 9 miliona zarazenih, region Zapadnog Pacifika sa 7 miliona zarazenih i na
kraju, regioni Afrike i Amerike sa 5 miliona zarazenih (World Health Organization, 2024). Akutna
HCV infekcija u 70-80% slucajeva prelazi u hroni¢nu infekciju, koja se razvija u fibrozu jetre, a
kod 15-30% slu¢ajeva prelazi u cirozu, dok se kod 10% slucajeva razvija hepatocelularni karcinom
(HCK) (World Health Organization, 2024). Osobe sa akutnom HCV infekcijom su obi¢no
asimptomatske ili sa lakSom klinickom slikom, medutim vise od 50% slucajeva prelazi u hroni¢ni
oblik koji dovodi do progresije fibroze jetre (Rabaan i sar., 2020). Hroni¢ni hepatitis C se definise
prisustvom RNK HCV-a u Kkrvi Sest meseci nakon transmisije (Seeff i Hoofnagle, 2002). Iako je
prevalencija HCV-a u opadanju (World Health Organization, 2017; World Health Organization,
2024), mortalitet prouzrokovan hroni¢nim hepatitisom C raste, pre svega zbog nastanka fibroze
jetre, ciroze i HCK (Taherkhani i sar., 2017). Virus hepatitisa C se prenosi preko krvi i krvnih
produkata, putem direktnog kontakta sa zarazenom krvlju (transfuzija) ili indirektno, putem
kontaminiranog materijala (nebezbedno koriS¢enje igala i nebezbedne medicinske procedure). Pre
uvodenja testiranja donora krvi i1 primene univerzalnih mera predostroznosti pre medicinskih
procedura, naj¢es¢i nacin prenosa infekcije je bila transfuzija krvi. Zemlje koje su uvele sistematski
test nukleinskih kiselina (eng. Systematic Nucleic Acid Test, NAT) su eliminisale rizik od prenosa
infekcije putem transfuzije (Roth, 2019). Medutim, u ekonomski nerazvijenim zemljama, kao $to su
neke africke zemlje, rizik od prenosa infekcije putem transfuzije je jo§ uvek prisutan (Loua i sar.,
2019). Drugi najces¢i nacin prenosa infekcije je intravenska upotreba narkotika (eng. Intravenous
Drug Use, IVDU), koja pogada sve zemlje sveta, kako u urbanim, tako i u ruralnim podrucjima
(World Health Organization, 2021; World Health Organization, 2022). Ostali na¢ini transmisije su:
prenosenje HCV-a sa majke na dete, najcesC¢e tokom porodaja, dvostruko c¢es¢e kod majki sa
koinfekcijom virusom humane imunodeficijencije (HIV) u odnosu na majke samo sa HCV
infekcijom, transplantacija organa, hemodijaliza, profesionalni rizik kada se radi o zdravstvenim
radnicima, seksualna transmisija, rizi¢no tetoviranje i tradicionalno stvaranje oziljaka (World
Health Organization, 2022). Infekcija HCV-om, Kkoji prvenstveno zarazava celije jetre, je jedan od
vodecih uzroka hroni¢ne bolesti jetre, glavni je uzrok nastanka HCK i glavni je indikator za
transplantaciju jetre u razvijenim zemljama (Sharma i sar., 2018). Progresija fibroze i ciroze jetre je
ucestalija kod muSkaraca, osoba starijih od 40 godina u trenutku infekcije, pacijenata na terapiji
imunosupresorima, pacijenata sa HIVV-om, pacijenata sa hroni¢nom infekcijom virusom hepatitisa B
(HBV), pacijenata sa dijabetesom, insulinskom rezistencijom, gojaznih pacijenata, pacijenata sa
steatozom jetre 1 osoba koje ucestalo konzumiraju alkohol (de Martel i sar., 2020; World Health
Organization, 2022).

Procenjuje se da je prevalenca HCV-a u Srbiji 1,13% u opstoj populaciji (Mitrovic i sar., 2018,
Bojovic i sar., 2020). Vec¢ina pacijenata nema znacajan stepen fibroze (57,31%), dok se teska
fibroza javlja kod 9,67% obolelih, a ciroza kod 14,1% obolelih. Hepatocelularni karcinom se javlja
kod 4,7% pacijenata sa hroni¢nom infekcijom HCV-om (Bojovic i sar., 2020).



1.2. Virus hepatitisa tipa C i organizacija njegovog genoma

Virus hepatitisa tipa C je mali virus sa proteinskim omotatem ikozaedarne simetrije, pre¢nika
56-65 nm i pozitivno orijentisanom jednolan¢anom RNK u jezgru, pre¢nika oko 45 nm (Slika 1.1).
Pripada porodici Flaviviridae, rodu Hepacivirus (Gastaminza i sar., 2010).

Lipoproteini

Lipidna membrana

Slika 1.1. Struktura HCV-a (Modifikovano iz Pietschmann i sar., 2019)

Genom HCV-a je organizovan u pozitivan jednolan¢ani molekul RNK duzine priblizno 9600
nukleotida. Ovaj molekul RNK kodira jedan otvoreni okvir ¢itanja (eng. Open Reading Frame,
ORF), koji je okruzen 5’ i 3’ netranslatiraju¢im regionima (eng. Untranslated Region, UTR) (Slika
1.2). U okviru 5’-UTR-a se nalazi Sest stablo-petlja (eng. Stem-Loop, SL) sekundarnih struktura
RNK oznacenih rimskim brojevima od I do VI. SLII, III i IV formiraju unutrasnje mesto za
vezivanje ribozoma (eng. Internal Ribosome Entry Site, IRES) koje omoguc¢ava translaciju RNK
HCV-a (Tabata i sar., 2020). Ovaj region takode sadrzi vazne signale za sintezu negativnog lanca
RNK (Tabata i sar., 2020), kao i mesta vezivanja mikro RNK (miRNK) specifi¢nih za jetru, kao $to
je miR-122. Interakcija 5’-UTR i miR-122 reguliSe replikaciju i translaciju RNK HCV-a (Henke i
sar., 2008). Region 3’-UTR je neophodan za replikaciju i u¢estvuje u IRES-posredovanoj translaciji
HCV-a (Song i sar., 2006). Ovaj region se sastoji od kratkog varijabilnog regiona, poli-U niza i
visoko konzervirane sekvence 3’-X repa (Kolykhalov i sar., 1996).
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Slika 1.2. Organizacija genoma HCV-a (Modifikovano iz Pietschmann i sar., 2019)

1.2.1. Proteini HCV-a u asocijaciji sa odgovorom na terapiju i progresijom
bolesti jetre

Virusna RNK kodira jedan poliprotein duzine oko 3000 amino-kiselina, ¢iju obradu vrse Celijske
1 virusne proteaze, tokom i nakon translacije. AktivnoS¢u ovih proteaza se dobijaju tri strukturna
proteina (C, E1 i1 E2), protein jonskog kanala (p7) i Sest nestrukturnih proteina (NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A i NS5B) (Roger i sar., 2021) (Slika 1.2). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da
odredeni proteini HCV-a i njihove amino-kiselinske izmene utiCu na odgovor na antivirusnu



terapiju i progresiju bolesti jetre (Kumthip i Maneekarn, 2015; Jovanovic-Cupic i sar., 2016;
D'souza i sar., 2020; Alkhatib i sar., 2021; Lashgarian i sar, 2021; Anwar i sar., 2022; Campos i
sar., 2023).

1.2.1.1. Protein za nukleokapsid (protein C)

Protein za nukleokapsid ili protein C je protein duzine od 191 amino-kiseline, tezine priblizno 21
kDa, Kkoji ucestvuje u formiraju virusnog nukleokapsida, i jedini je protein HCV-a koji se vezuje i
inkapsulira genomsku RNK (Mani i sar., 2022). Nakon isecanja iz HCV poliproteina, protein C se
transportuje sa membrane endoplazmati¢nog retikuluma (ER) na povrsinu lipidnih kapi (Gawlik i
sar., 2014), mesta formiranja HCV-a (Miyanari i sar., 2007). Protein C je organizovan u tri
domena: N-terminalni hidrofilni domen (D1, oko 117 amino-kiselina), C-terminalni hidrofobni
domen (D2, oko 50 amino-kiselina) i dvadeset amino-kiselina dugacak hidrofobni domen (D3)
(Ogawa i sar., 2009). Domen D1 sadrzi ¢este pozitivno naelektrisane amino-kiseline, odgovoran je
za vezivanje proteina C za genomsku RNK HCV-a, promovise dimerizaciju virusne RNK i ima
znacajnu ulogu u formiranju nukleokapsida (Ogawa i sar., 2009; Mani i sar., 2022). Domen D2 je
odgovoran za interakciju proteina C sa lipidnim kapima, kao i1 sa proteinima domacina koji
ucestvuju u transportu lipida, dok je domen D3 domen kojim je protein C ukotvljen u ER i kojim
intereaguje sa proteinima E1 i E2 (Ogawa i sar., 2009; Mani i sar., 2022). Utvrdeno je da se protein
C najces¢e nalazi u ER, mitohondrijama i lipidnim kapima u citoplazmi. Medutim, protein C se
moze nalaziti i u nukleusu, za §ta je odgovorna sekvenca unutar domena D1 (Suzuki i sar., 2005).
Nakon otpustanja iz inficiranih hepatocita, protein C se moze detektovati u krvi domacina (Mani i
sar., 2022). Prethodna istrazivanja su pokazala da amino-kiselinske izmene u proteinu C HCV-a
imaju uticaj na odgovor na kombinovanu antivirusnu terapiju pegilovanim interferonom i
ribavirinom (PEG-IFN/RBV) (EI-Shamy i sar., 2012; Campos i sar., 2023), kao i da su amino-
kiselinske izmene proteina C povezane sa progresijom bolesti, nastankom ciroze i HCK (Nakamoto
i sar., 2010; Miura i sar., 2012; Araujo i sar., 2014; Campos i sar., 2023). Takode, protein C
indukuje metilaciju DNK 1 inhibiciju ekspresije razliCitih tumor-supresor gena u genomu domacina
Sto se dovodi u vezu sa progresijom bolesti 1 nastankom HCK (Domovitz i Gal-Tanamy, 2021;
Zhao i sar., 2021).

1.2.1.2. Proteini omotaca E11i E2

Proteini E1 i E2 formiraju kompleks glikoproteina na spoljasnjoj strani virusa. Ovaj
glikoproteinski kompleks je neophodan za formiranje virusne partikule i ulazak virusa u celiju
domacina (Torrents de la Pefia i sar., 2022). Protein E2 poseduje domen kojim se vezuje za
receptore domacina, kao $to su SR-B1 i CD81 receptori, dok protein E1 poseduje domen za koji se
pretpostavlja da je neophodan za fuziju sa ¢elijskom membranom (Torrents de la Pefia i sar., 2022).
Protein E2 sadrzi hipervarijabilne regione ¢ije se amino-Kiselinske sekvence razlikuju oko 80%
izmedu razli¢itih genotipova virusa (Weiner i sar., 1991). Amino-kiselinske izmene unutar ovih
proteina su ucestalije kod pacijenata sa losijim odgovorom na terapiju PEG-IFN/RBV (Serre i sar.,
2013; Kumthip i Maneekarn, 2015). Takode, protein E2 potencijalno poseduje tumor-supresorsku
funkciju, stimuliSu¢i ekspresiju miR-490 u mast ¢elijama, koja sa druge strane inhibira proliferaciju
1 migraciju ¢elija (Pascut i sar., 2021).

1.2.1.3. Protein p7

Protein p7, viroporin, je mali membranski protein (63 amino-Kkiseline) sa dva transmembranska
domena (Carrére-Kremer i sar., 2002). Ovaj protein je lokalizovan na ER (Matthaei i sar., 2024),
formiraju¢i heksamerne jonske kanale selektivne za katjone (Pavlovi¢ i sar., 2003), sa vecom
selektivno$éu za jone Ca®*, nego za jone K*/Na* (Montserret i sar., 2010). Protein p7 je vaZan za
sastavljanje partukula HCV-a u koracima pre formiranja kapsida (Matthaei isar., 2024), kada je
neophodan za lokalizaciju proteina NS2 (Lee i sar., 2020). Prema rezultatima prethodnih studija
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amino-kiselinske izmene u ovom proteinu su povezane sa odgovorom na antivirusnu terapiju
(Mihm i sar., 2006; Zeng i sar., 2012; Jovanovic-Cupic i sar., 2016).

1.2.1.4. Proteini NS2, NS3 i NS4A

NS2 je transmembranski protein koji se sastoji od N-terminalnog domena sa tri
transmembranska heliksa i C-terminalnog domena sa cistein-proteaznom aktivnoséu (Isken i sar.,
2022a). Aktivnost Kkatalitickog domena proteina NS2 je regulisana N-terminalnim domenom
proteina NS3, koji aktivira proteazu NS2 da efikasno raskine vezu izmedu proteina NS2-NS3 (Isken
I sar., 2022a). Pojedinacno, protein NS2 se vezuje za membranu ER (Franck i sar., 2005) i nije
neophodan za formiranje replikacionog kompleksa virusa (Blight i sar., 2000). Ovaj protein inhibira
RNK interferenciju, proces post-transkripcionog utiSavanja gena znacajan za antivirusni imunitet u
¢elijma eukariota (Zhou i sar., 2020).

NS3 je multifunkcionalni protein (69 kDa) sa serin-proteaznim domenom na amino-kraju i sa
helikaznim domenom, sa RNK helikaznom 1 ATPaznom aktivnoS¢u, na karboksilnom kraju (Isken 1
sar., 2022b). NS3 je serinska proteaza koja uvodi prekide izmedu svih ostalih nizvodnih NS
proteina (NS3/NS4A, NS4A/NS4AB, NS4B/NS5A i NS5A/NS5B) uz pomoc¢ nekovalentno vezanog
kofaktora NS4A. Ova ativnost NS3 je neophodna za formiranje svih komponenti virusnog
replikacionog kompleksa (Lindenbach i sar., 2005). Proteazna aktivnost NS3 je pojac¢ana aktivno$éu
kofaktora NS4A, koji je potreban za zauzimanje kona¢ne konformacije amino-kraja proteina NS3,
kao 1 za njegovo vezivanje za Celijske membrane (Kohlway 1 sar., 2014). Aktivnost NS3-4A
proteaze je takode uklju¢ena u blokiranje urodenog antivirusnog odgovora ¢elije (Foy 1 sar., 2003).
Protein NS3 moze da odvije ocuvane G4 (G kvadripleks) strukture prisutne u genomu i negativnhom
lancu HCV-a, §to dodatno ukazuje na njegov znacaj u replikaciji virusa (Belachew i sar., 2022).
Takode, protein NS3 ima klju¢nu ulogu u formiranju funkcionalno razli€itih proteinskih kompleksa
virusa. Skup filogenetski konzerviranih ostataka proteaznog i helikaznog domena ovog proteina
formira kontinuirani povrSinski deo koji je kriti¢an za hiperfosforilaciju proteina NS5A, formiranje
replikaze 1 morfogenezu viriona (Isken i sar., 2022b). Rezultati dosadasnjih istrazivanja su pokazali
da je veci broj amino-Kiselinskih izmena u proteinu NS3 HCV-a asociran sa lo$ijim odgovorom na
terapiju PEG-IFN/RBV (Kumthip i Maneekarn, 2015).

1.2.1.5. Protein NS4B

NS4B je membanski protein (27 kDa) sa Cetiri transmembranska domena (Huang i Fischer,
2021). Ovaj protein se nalazi unutar membrane ER. Amino i karboksilni kraj proteina NS4B su
lokalizovani u citosolu, medutim pokazano je da se deo amino-kraja nalazi u lumenu ER (Paul i
sar., 2018). Protein NS4B, zajedno sa proteinom NS5A, dovodi do specificne promene ER
membrane, ozna¢ene kao membranska mreza, mesta formiranja kompleksa za replikaciju virusa
(Chen i Harris, 2023; Zou i sar., 2023). Veci broj amino-kiselinskih izmena u proteinu NS4B je
vezan za brz inicijalni pad koncentracije RNK HCV-a kod pacijenata nakon terapije PEG-IFN/RBV
(Kumthip i Maneekarn, 2015). Sa druge strane, promene unutar motiva za vezivanje i hidrolizu
GTP-a ovog proteina se vezuju za proces tumorogeneze kod genotipa 1b (Einav i sar., 2008).

1.2.1.6. Protein NS5A

Kao i vec¢ina proteina HCV-a, NS5A se nalazi vezan za membranu ER (Brass i sar., 2002). Pored
domena kojim se vezuje za membrane, NS5A poseduje jo§ tri domena. Domen I je cink-vezujuci
domen koji je neophodan za replikaciju virusnog genoma kao i formiranje virusnih partikula
(Tellinghuisen i sar., 2005; Chen i Harris, 2023). Ovaj domen formira homodimere, mesta vezivanja
virusne RNK (Tellinghuisen i sar., 2005). Domen II ucestvuje u replikaciji virusne RNK tako §to
menja celijski metabolizam, povecavajuci potroSnju glukoze, akumulaciju triglicerida 1 sintezu
lipoproteina, ali smanjujuéi nakupljanje glikogena (Perrin-Cocon i sar., 2022). Domen 111 je bitan za
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formiraje virusne partikule, ali ne i za replikaciju virusne RNK (Tellinghuisen i sar., 2008). Na
karbokslnom kraju NS5A se nalazi region osetljiv na interferon (eng. Interferon Sensivity
Determining Region, ISDR), preko kojeg NS5A indirektno uti¢e na odgovor na interferonsku
terapiju (Chen i Harris, 2023). Utvrdena je veza izmedu broja genetickih varijacija domena IRRDR
(eng. IFN/RBV Resistance-Determining Region), kojeg ¢ine domen V3 (amino-kiseline 2356 do
2379) i domen ispred njega (amino-kiseline 2334 do 2355), i odgovora na terapiju PEG-IFN/RBV
(Lashgarian i sar, 2021; Tahata i sar., 2021). Medutim, dosadasnja istrazivanja koja su vezana za
asocijaciju geneti¢kih varijanti unutar regiona ISDR i odgovora na terapiju PEG-IFN/RBV su
oprecna. Tako je u japanskoj populaciji pokazana veza izmedu broja genetickih varijanti unutar
regiona ISDR i odgovora na terapiju PEG-IFN/RBV (Shen i sar., 2007), dok druge studije nisu
pronasle vezu izmedu broja genetic¢kih varijanti unutar regiona ISDR proteina NS5A i odgovora na
terapiju PEG-IFN/RBV (Lashgarian i sar, 2021). Sa druge strane, utvrdena je asocijacija izmedu
prisustva genetickih varijanti unutar domena I, II i III ovog proteina i nastanka HCK (Alkhatib i
sar., 2021).

1.2.1.7. Protein NS5B

NS5B je membranski protein sa transmembranskim domenom na svom karboksilnom kraju
(lvashkina i sar., 2002). NS5B je RNK-zavisna RNK polimeraza koja de novo sintetise RNK,
koriste¢i negativni lanac RNK, koji predstavlja replikativni intermedijer, kao matricu za sintezu
pozitivnog lanca RNK (Bartenschlager i sar., 2004). Aktivnost NS5B je regulisana njegovom
interakcijom sa drugim nestrukturnim proteinima kao S$to su NS3 1 NS5A (Bartenschlager 1 sar.,
2004), koji je kofaktor proteina NS5B (Shimakami i sar., 2004). Dosadasnja istrazivanja su
ustanovila vezu izmedu prisustva amino-Kiselinskih izmena na pozicijama 309, 333, 338 i 355
proteina NS5B i boljeg odgovora na terapiju PEG-IFN/RBV (Hamano i sar., 2005; Kumthip i
Maneekarn, 2015). Takode, amino-kiselinska izmena D559G ovog proteina pozitivno utie na
njegovo vezivanje za protein fosfataza 2 regulatorna subjedinica B’delta (PPP2R5D) Sto je
povezano sa progresijom bolesti jetre (Anwar i sar., 2022).

1.3. Genotipovi HCV-a

Zlatni standard genotipizacije HCV-a je sekvenciranje regiona C/E1 i NS5B i filogenetska
analiza koja ukljucuje poredenje sa referentnim sekvencama (Amin i sar., 2023). Za odredivanje
genotipa HCV-a najcesce se primenjuje sekvenciranje visoko konzerviranih regiona genoma HCV,
kao $to su NS5, C, E115’-UTR (Kumar i sar., 2018). Filogenetskom analizom HCV je klasifikovan
u 8 genotipova i 67 podtipova (Smith i sar., 2014; Petruzziello i sar., 2016) (Slika 1.3). Sekvence
HCV koje variraju do 33-36% klasifikuju se kao genotipovi; sekvence koje variraju do 20-27%
klasifikuju se kao podtipovi, dok se geneticke varijante sa razlikom do 12% unutar pojedina¢nih
izolata klasifikuju kao kvazivrste (Kato i sar., 1991; Chen i sar., 1992). Najzastupljeniji genotip je
genotip 1 koji obuhvata oko 46% svih HCV slucajeva, zatim slede genotip 3 (30% svih infekcija),
genotipovi 2, 4 1 6 koji ¢ine oko 23%, dok genotip 5 obuhvata oko 1% svih infekcija (Messina i sar.,
2015). Genotip 7 je pronaden kod samo nekoliko ljudi iz Centralne Afrike (Smith 1 sar., 2014;
Murphy i sar., 2015), dok je genotip 8 pronaden kod Cetiri osobe iz PundZaba, Indija (Borgia i sar.,
2018; Martinez i Franco, 2020) (Slika 1.4).
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Slika 1.3. Filogenetsko stablo HCV-a (Modifikovano iz Borgia i sar., 2018)

U vecini zemalja Evrope i Severne Amerike najzastupljeniji je genotip 1, a po ucestalosti ga
prate genotipovi 2 i 3. Genotip 2 je najée$¢i u centralnoj Africi, a genotip 3 u zemljama Azije,
Indiji, Pakistanu, Tajlandu i u severnoj Evropi. Genotip 4 je uglavnom zastupljen u centralnoj Africi
i na Bliskom Istoku, dok se genotip 5 javlja u juznoj Africi. Prevalencija genotipa 6 je visoka u
isto¢noj i jugoisto¢noj Aziji, pre svega u Laosu i Vijetnamu (Messina i sar., 2015; Petruzziello i
sar., 2016) (Slika 1.4). Najucestaliji genotipovi u Srbiji su 1a, 1b i 3a (Babi¢ i sar., 2019). Glavna
razlika izmedu genotipova je u odgovoru na antivirusnu terapiju interferenom (Orito i sar., 1994;
Kohara i sar., 1995). Oboleli sa genotipom 1b rede postizu stabilan virusoloski odgovor (SVO)
nakon interferonske terapije i ¢e$¢e razvijaju agresivniji oblik bolesti (Cuypers i sar., 2015). U
kontekstu kori§¢enja interferonske terapije preporucuje se genotipizacija HCV-a, dok za nove DAA
(eng. Direct Acting Antivirals) terapije koje ispoljavaju direktno antivirusno delovanje odredivanje
genotipa nije od sustinskog znacaja (Cuypers i sar., 2015).
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Slika 1.4. Prevalencija i globalna distribucija genotipova HCV-a (Modifikovano iz Daw i sar.,
2016)

1.4. Terapija hroni¢nog hepatitisa C

Prevencija komplikacija hroni¢nog hepatitisa C podrazumeva postizanje SVO nakon primene
antivirusne terapije i ranoj detekciji odgovaraju¢ih biomarkera kod osoba koje su pod rizikom.
Standardna terapija lecenja hroni¢nog hepatitisa C u Srbiji i ekonomski nerazvijenim zemljama je
kombinovana terapija PEG-IFN/RBV (Babi¢ i sar., 2019). Ribavirin je nukleozidni analog &ije je
dodavanje u terapiju pegilovanim interferonom ubrzalo eliminaciju virusa u ranoj fazi leenja, Sto je
smanjilo stopu relapsa (Te i sar., 2007). IFN se vezuje za svoje receptore ¢ime se aktivira JAK-
STAT signalni put. Fosforilovani STAT se vezuje za protein p48 i formira ISGF-3 (IFN-stimulisani
genski faktor 3) koji zatim ulazi u jedro gde stimulise IFN-stimulisani regulatorni element sto
dovodi do sinteze razli¢itih proteina koji ometaju ulazak virusa u celiju, sintezu virusne RNK,
formiranje virusnih partikula i njihovo oslobadanje (Wodak i sar., 2009). Antivirusni efekat
ribavirina ostvaruje se preko cetiri molekularna mehanizma koji se medusobno ne iskljucuju. Prvi
mehanizam ukljucuje direktnu inhibiciju replikacije HCV-a, dok drugi mehanizam podrazumeva
inhibiciju enzima IMPDH (inozin monofosfat dehidrogenaza), koji uc¢estvuje u de novo sintezi
guanina. Tre¢i mehanizam proizilazi iz mutagene aktivnosti ribavirina, koja povecava ucestalost
nukleotidnih izmena u virusnoj RNK do te mere da dovodi do gresaka u replikaciji koje za
posledicu imaju smanjenje broja virusnih partikula. Cetvrti i poslednji mehanizam zasniva se na
sposobnosti ribavirina da indukuje imuni odgovor putem T-pomoc¢nih ¢elija (Th1 ¢elije) (Te i sar.,
2007). lako pracena brojnim nezeljenim efektima, dugotrajna IFN terapija efikasno smanjuje
morbiditet i mortalitet kod pacijenata sa hroni¢nom infekcijom HCV-om (Manns i sar., 2006).

Tokom godina doslo je do razvoja oralnih agenasa, poznatih kao antivirusni lekovi sa direktnim
delovanjem, DAA. Za razliku od interferona i ribavirina, DAA su specifi¢niji u nac¢inu delovanja.
Oboleli le¢eni sa DAA postizu stopu izlecenja vecu od 90% (Afdhal i sar., 2014). Danasnji DAA su
inhibitori dizajnirani da ometaju progresiju Zivotnog ciklusa virusa, pri ¢emu su proteaza
NS3/NS4A, protein NS5A i RNK zavisna RNK polimeraza NS5B, glavne mete DAA terapije.
Vecina pacijenata se danas le¢i glekaprevirom/pibrentasvirom (inhibitor NS3/4A i NS5A) ili
velpatasvirom/sofosbuvirom (nhibitor NS5A i NS5B) bez obzira na prisustvo ciroze ili virusni
genotip (Pawlotsky i sar., 2020; Hayes i sar., 2022). lzuzetak su oboleli sa genotipom 3 Koji
zahtevaju testiranje na prisustvo amino-kiselinske izmene Y93H proteina NS5A pre lecenja sa
velpatasvirom/sofosbuvirom (Hayes i sar., 2022). Medutim, jo$ uvek postoji problem javljanja
amino-kiselinskih supstitucija asociranih sa rezistencijom na odredene DAA lekove (eng.
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Resistance-Associated Substitution, RAS), kao Sto je delecija P32 proteina NS5A koja moze da
dovede do neuspesnog ishoda lec¢enja, pogotovo kod pacijenata sa genotipom 1b (Sato i sar., 2018;
Hayes i sar., 2022). Potencijalna alternativna pan-genotipska terapija ukljucuje HTA (eng. Host-
Targeted Agents). Za razliku od DAA koje deluju direktno na virus, HTA deluju na domacéina,
ometajuci Celijske faktore ukljuene u replikaciju virusa (Zeisel i sar., 2015). HTA ciljaju faktore
domacina sa niskom genetickom varijabilnos¢u, ¢ime je spre¢ena pojava rezistencije na lek. Shodno
tome, smatra se da kombinacija DAA i HT A moze smanjiti rezistenciju i potencijalno omoguciti jo$
kra¢i period le¢enja (Pawlotsky, 2014; Zeisel i sar., 2015). Problemi moderne terapije hroni¢nog
hpatitisa C su potencijalna rezistencija pacijenata na jedan ili viSe DAA, cena antivirusne terapije,
kao i progresija bolesti, ukljucujuci i nastanak HCK, nakon postizanja SVO (Sorbo i sar., 2018;
Janjua i sar., 2020).

1.4.1. Faktori odgovora na antivirusnu terapiju PEG-IFN/RBV

Razli¢iti virusni faktori i faktori domaéina mogu uticati na uspe$nost kombinovane antivirusne
terapije. Genotip HCV je najznacajniji nezavisni marker odgovora na terapiju interferonom (Fung i
sar., 2008). Odgovor na kraju terapije (eng. End Therapy Response, ETR) i SVO su dva vazna
naCina merenja odgovora na anivirusnu terapiju. ETR podrazumeva odsustvo detektabilne RNK
HCV-a na kraju leCenja, dok SVO podrazumeva odsustvo detektabilne RNK HCV-a nakon 24
nedelje od kraja lecenja (Nguyen i sar., 2010). HCV genotipovi 2 i 3 bolje reaguju na terapiju PEG-
IFN/RBV nego bilo koji drugi HCV genotip (Nguyen i Keeffe, 2005; Waheed, 2015). Rezultati
ukazuju da se SVO postize kod 70% do 80% pacijenata sa HCV genotipovima 2 i 3 i kod 30% do
50% pacijenata sa HCV genotipom 1 (O'Brien i sar., 2019; Tahata i sar., 2021). HCV genotip 6
najverovatnije ima sli¢an odgovor na terapiju kao genotipovi 2 i 3 (Nguyen i Keeffe, 2005; Nguyen
i sar.,, 2010). Medutim, prediktivna vrednost genotipizacije HCV za terapiju zasnovanu na
interferonu i ribavirinu je samo 55% (Yuen i Lai, 2006). Pored genotipa, vazan faktor uspesnosti
terapije su genetiCke varijacije unutar genoma HCV-a. Ustanovljeno je da odgovor pacijenata na
terapiju PEG-IFN/RBV zavisi prvenstveno od pozicije, ali ne i ucestalosti geneti¢kih varijanti
unutar IRES sekvence 5’-UTR-a (Kanwali sar., 2014), kao i da su amino-kiselinske izmene unutar
proteina C, E2, p7, NS3, NS5A i NS5B povezane sa odgovorom na terapiju PEG-IFN/RBV
(Kumthip i Maneekarn, 2015; Jovanovic-Cupic i sar., 2016; Lashgarian i sar, 2021; Campos i sar.,
2023). Medu najvaznijim regionima ¢ije genetiCke varijante uti¢u na odgovor na terapiju PEG-
IFN/RBYV je IRRDR region koji se nalazi unutar gena NS5A (Lashgarian i sar, 2021; Tahata i sar.,
2021). Utvrdeno je da je amino-kiselinska izmena na poziciji 70 proteina C u korelaciji sa slabijim
odgovorom na terapiju PEG-IFN/RBV (Alestig i sar., 2011). Takode, pojava RNK HCV-a kod
pacijenata nakon postizanja SVO negativno uti¢e na odgovor na terapiju PEG-IFN/RBV (Simmons
i sar., 2016). Uzrok javljanja HCV RNK u krvi kod le¢enih pacijenata nakon postizanja SVO moze
biti ponovna infekcija i kasni relaps (Minosse i sar., 2021). Oboleli koji su podlozniji ponovnoj
infekciji su intravenozni korisnici droga i bolesnici koinficirani HIV-om, koji mogu biti pod
povecanim rizikom zbog imunokompromitovanog statusa (Simmons i sar., 2016; Minosse i sar.,
2021). Potencijalni razlog pojave relapsa je nakupljanje HCV-a u mononuklearnim ¢elijama (MNC)
periferne krvi i gastrointestinalnim mukoznim ¢elijama (Minosse i sar., 2021). Medu bolesnicima
leCenim interferonom sa kasnim relapsom, RNK HCV-a je ¢esto detektovana u mononuklernim
¢elijama periferne krvi (Minosse i sar., 2021).

Karakteristike domacina koje uticu na odgovor na terapiju PEG-IFN/RBV su pol i etnicko
poreklo pacijenta, godine starosti, tezina (u smislu BMI (eng. Body Mass Index)) insulinska
rezistencija, dijabetes, ciroza i steatoza jetre (Tahata i sar., 2021). Bolji odgovor na terapiju imaju
osobe mlade od Cetrdeset godina i oboleli azijskog porekla (Reddy i sar., 2009; Tahata i sar., 2021),
dok je BMI > 25kg/m? povezan sa nastankom fibroze i lo§im odgovorom na terapiju (Ortiz i sar.,
2002; Hickman i sar., 2003). Koinfekcije sa HIV-om, HBV-om, kao i prekomerno konzumiranje
alkohola i koriS¢enje narkotika, su takode odgovorni za niske stope SVO-a (Alberti, 2009).
Polimorfizmi pojedina¢nog nukleotida (eng. Single Nucleotide Polymorphism, SNP) odredenih
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gena, kao §to su gen koji kodira interferon-A (O'Brien i sar., 2019), interferon-y (Huang i sar.,
2007), MBL (eng. Mannan-Binding Lectin) (Alves Pedroso i sar., 2008), CTLA4 (eng. Cytotoxic T
Lymphocyte Antigen—4) (Yan i Wang, 2017), interleukin 10 (Nelson i sar., 2003), interleukin 18
(Manohar i sar., 2009), TRAIL (eng. Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand
Receptor 1) (Cummins i Badley, 2009), TGF-f (Nattermann i sar., 2008), MxA (eng. Myxovirus
Resistance Protein A) (Yan i Wang, 2017), osteopontin (Naito i sar., 2005), LMP (eng. Low
Molecular Mass Polypeptides) (Sugimoto i sar., 2002) i OAS1 (eng. Oligoadenylate Synthetase 1)
(Yan i Wang, 2017), takode utiu na odgovor na interferonsku terapiju. Takode, prethodna
istrazivanja su pokazala da HCV-indukovane epigeneticke promene u genomu domacina, posebno
promene u obrascima metilacije DNK, mogu uticati na odgovor na terapiju PEG-IFN/RBV (N Zekri
i sar., 2014; Mostafa i sar., 2020).

Jedan od najznacajnijih faktora u genomu domacina koji utiCe na ishod bolesti je postojanje
razli¢itth varijjanti u genima odgovornim za imuni sistem domacina. DosadaSnja istraZivanja
ukazuju da je pojava odredenih alela sa tackastim polimorfizmima koji su locirani u blizini gena za
interleukin 1L28B, a koji u¢estvuje u sintezi jednog od antivirusnih citokina (IFN- 1), u direktnoj
korelaciiji sa odgovorom na terapiju pacijenata sa hroni¢nom infekcijom i genotipom 1 (Sugiyama i
sar., 2011; Miri i sar., 2021; Mohamad i sar., 2021). Gen 1L28B (IFN-43) se zajedno sa genima
IL28A (IFN-22) i IL29 (IFN-11) nalazi u okviru hromozomskog regiona 19q13.13, ¢ine¢i genski
klaster (Altschul i sar., 1990). Proteinski produkti ovih gena pripadaju familiji IFN-A proteina
(Sheppard i sar., 2003). IFN-A su potentni endogeni antivirusni citokini, funkcionalno najsli¢niji
tipu 1 IFN, dok su strukturno najhomologiji ¢lanovima porodice interleukina-10 (IL 10) (Gad i sar.,
2009). Citokini se vezuju za heterodimere koje ¢ine a lanac receptora za interleukin-28 (IL-28Ra) i
B lanac receptora za interleukin-10 (IL-10Rp) (Balagopal i sar., 2010). Nakon dimerizacije ovih
receptora, dolazi do kovalentnog vezivanja tirozin kinaza TYK2 i JAK1. Ove tirozin kinaze
fosforiliSu jedna drugu, kao i1 STAT1 1 STAT2 proteine. Fosforilacija STAT1 1 STAT2 za posledicu
ima formiranje kompleksa IFN-stimulisanog genskog faktora 3, kao i aktiviranje interferon
regulatornog faktora 9 (IRF9) koji povecava ekspresiju interferonom stimulisanih gena (eng. IFN-
Stimulated Genes, ISG) ¢iji proteinski produkti dovode do pokretanja urodenih celijskih odbrana od
virusne infekcije (Slika 1.5) (Deng i sar., 2022). Interferonom stimulisani geni se mogu podeliti u tri
familije: Mx proteini; 2°-5’-oligoadenilat sintetaze; i dvolancanom RNK-aktivirana protein kinaza
(Rojas i sar., 2021).

receptor receptor =
&

IL-10BR

Slika 1.5. IFN-Zsignalizacija kao odgovor na HCV (Modifikovano iz Balagopal i sar., 2010)

Utvrdeno je da je odgovor na terapiju povezan sa polimorfizmom gena IL28B (Alestig i sar.,
2011; Sugiyama i sar., 2011; Miri i sar., 2021; Mohamad i sar., 2021). Postoje tri glavna SNP-a u
ovom genu, i to su: rs12979860, rs809917 i rs12980275. S obzirom na to da se nalaze u okviru
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promotorskog i regulatornog regiona gena 1L28B, ovi SNP-ovi uti¢u na njegovu ekspresiju (Kim i
sar., 2013). Nekoliko studija je pokazalo da postoji korelacija izmedu ovih SNP-ova i spontane
eliminacije virusa, kao i predvidanja odgovora na terapiju (Mizokami i sar., 2012; Jiménez-Sousa i
sar., 2013; Miri i sar., 2021). Ustanovljeno je da je najjaci prediktor SVO SNP rs12979860, koji se
nalazi uzvodno od gena IL28B (Alestig i sar., 2011; Mohamad i sar., 2021). Naj¢es¢i alel na ovoj
poziciji je C alel, koji je ujedno i povezan sa postizanjem SVO (Ge i sar., 2009). Nedavne studije su
pokazale da je kombinacija genotipova CCICTITT polimorfizama
rs12979860/rs8109886/rs8099917 preciznija u predvidanju postizanja SVO nakon terapije PEG-
IFN/RBV od pojedina¢nih SNP-ova (Silva i sar., 2021).

1.6. HCV i progresija bolesti jetre

Posto je HCV RNK virus bez moguénosti integracije svog genetiCkog materijala u genom
domacina, kombinacija direktnih (virusni proteini) i indirektnih (hroni¢na inflamacija, deregulisana
signalizacija) faktora je odgovorna za razvoj i progresiju bolesti jetre izazvane HCV-om (Virzi i
sar., 2020). Hroni¢na inflamacija izazvana virusnom infekcijom dovodi do trajnih degenerativnih i
regenerativnih procesa i pojave progresivne fibroze, ciroze jetre i na kraju HCK (Virzi i sar., 2020;
Syyam i sar., 2023). Takode, jedna od posledica hroni¢ne inflamacije je povecanje nivoa reaktivnih
vrsta kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species, ROS), koje ostecuju hepatocite i mogu dovesti do
akumulacije genetickih i epigenetickih promena u celijama jetre (Virzi i sar., 2020). Virusni proteini
C, El, E2, NS3, NS4B i NS5A podsti¢u nastanak ROS-a (Virzi i sar., 2020). Povisen nivo ROS-a
dovodi do nastanka fibroze jetre, koju karakteriSe prekomerna sinteza ekstracelularnog matriksa
(ECM) i nastanak oziljnog tkiva (Luangmonkong i sar., 2018). U isto vreme, ROS stimulise
protoonkogene signalne puteve Celijske proliferacije i angiogeneze (Zhang i sar. 2016a). Pored
povecanog nivoa ROS-a, hroni¢na inflamacija doprinosi povecanoj koncentraciji proinflamatornih
citokina, kao $to je faktor nekroze tumora a (eng. Tumour Necrosis Factor o, TNF-a), koji je
indukovan proteinima NS3, NS4 i NS5 (Virzi i sar., 2020). HCV izaziva inflamaciju aktiviranjem
zvezdastih celija jetre (eng. Hepatic Stellate Cells, HSC) (Sun i Karin, 2008). Ove celije se
aktiviraju delovanjem ROS, faktora rasta, citokina, adipokina i hemokina koje oslobadaju
hepatociti, Kupferove celije i inflamatorne celije (McGivern i Lemon, 2011). Kumulativni efekat
inflamacije, ROS, steatoze i insulinske rezistencije, izazvanih tokom hroni¢ne infekcije HCV-om,
dovodi do progresije bolesti (Virzi i sar., 2020; Syyam i sar., 2023). Aktivirane HSC, pod dejstvom
fibrogenih citokina, prolaze kroz epitelijalno-mezenhimalnu tranziciju (EMT) (Bartosch i sar.,
2009). Svi ovi dogadaji mogu da promoviSu neoplasticnu transformaciju hepatocita i progresiju
malignih klonova (Hoshida i sar., 2014).

Istrazivanja su pokazala da je HCV direktno uklju¢en u hepatokarcinogenezu, delovanjem
virusnih proteina na tumor-supresorske gene i protoonkogene domacina, kao i na brojne signalne
puteve u Celijama domaéina (Virzi i sar., 2020; Syyam i sar., 2023). Protein C direktno ili
indirektno dovodi do povecanja nivoa TGF-B1, Sto za posledicu ima sintezu ekstracelularnog
matriksa, nastanak fibroze i EMT (Mahmoudvand i sar., 2019; Katsuno i sar., 2019). EMT je
indukovana i proteinima E1, E2, NS4B i NS5A (Zou i sar., 2023). Takode, protein C povecava
ekspresiju VEGF i aktivira matriksne metaloproteinaze, sto dovodi do angiogeneze, procesa
nastanka novih krvnih sudova, koji tumorima omogucava pristup kiseoniku i nutrijentima
(Milosevic i sar., 2023). Protein NS5B se vezuje za tumor-supresorski protein Rb i time dovodi do
proliferacije ¢elije i posledi¢no do karcinogeneze (Munakata i sar., 2005; D'souza i sar., 2020).
Proteaza NS3/4A 1 proten NS5A dovode do aktivacije prolongirajuci signalizaciju EGFR (eng.
Epidermal Growth Factor Receptor) proteina, Cija je ekspresija povecana kod priblizno 50%
pacijenata sa hronicnom HCV infekcijom i veéine pacijenata sa cirozom i HCK (Virzi i sar., 2020).
Signalizacija EGFR je evolutivno o¢uvan mehanizam c¢elijske transdukcije koji reguliSe mnoge
vitalne celijske funkcije, kao §to su proliferacija, diferencijacija i apoptoza (Virzi i sar., 2020).
Zatim, proteinom NS5A indukovana stabilizacija faktora transkripcije p-katenina stimuliSe
ekspresiju onkogena c-Myc, regulatora celijske proliferacije i regeneracije jetre (Virzi i sar., 2020).
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Proteini NS3 1 NS5A direktno, dok protein C indirektno uti€u na aktivnost proteina P53 i na taj
nacin stimuli$u proliferaciju ¢elije (Syyam i sar., 2023).

Hroni¢na infekcija HCV-om izaziva epigeneticke promene, koje dugoroc¢no uti€u na obrasce
ekspresije gena domacina. Pokazano je da protein C dovodi do poveéanja ekspresije lizin
metiltransferaze SMYD3 (eng. SET and MYND Domain-Containing Protein 3) (Guo i sar., 2011).
SMYD?3 je uklju¢ena u posttranslacionu modifikaciju hromatina i povezana je sa nastankom i
progresijim razli¢itih tipova kancera kod ljudi vezujuéi se za promotore razliitih tumor-
supresorskih gena i reguliSuci na taj nacin njihovu ekspresiju. Pokazano je da uvecana ekspresija
SMYD3 dovodi do metilacije promotora i inhibicije ekspresije i tumor-supresor gena RASSF1A
(eng. Ras Association Domain Family Member 1A), ¢ija se metilacija progresivno povecava sa
napredovanjem oS$tecenja jetre kod obolelih sa hronicnom HCV infekcijom (Guo 1 sar., 2011;
Bernard 1 sar., 2021). Na ovaj na¢in bi HCV protein C, preko regulacije proteina SMYD3, mogao
da regulise metilaciju i ekspresiju gena RASSF1A kod obolelih od hroni¢nog hepatitis tipa C (Guo i
sar., 2011). Drugi na¢in na koji protein C uti¢e na metilaciju promotora i inhibiciju tumor-
supresorskih gena je povecanje ekspresije enzima DNK metiltransferaza (DNMT) (Arora i sar.,
2008; Quan i sar., 2014; Toh i sar., 2019; Jang, 2020). Hroni¢na infekcija HCV-om dovodi do
metilacije promotorskog regiona razlicitih tumor-supresorskih gena kao $to su geni pS3, RASAL1
(eng. RAS Protein Activator Like 1), EGLN3 (eng. EGL Nine Homolog 3), CSMD1 (eng. CUB and
Sushi Multiple Domains 1), CDKN2A (pl6INK4a/ pl4ARF) (eng. Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor 2A), BCORL1 (eng. BCL 6 Corepressor Like 1), SFRP1 (eng. Secreted Frizzled-Related
Protein 1), ZNF 382 (eng. Zinc Finger Protein 382), RUNX3 (eng. Runt-Related Transcription
Factor 3), LOX (eng. Lysyl Oxidase), RB1 (eng. Retinoblastoma 1), p73, APC (eng. Adenomatous
Polyposis Coli) (Milosevic i sar., 2023). Drugi na¢in na koji protein C uti¢e na metilaciju promotora
i inhibiciju tumor-supresorskih gena je povecanje ekspresije enzima DNK metiltransferaza (DNMT)
(Arora i sar., 2008; Quan i sar., 2014; Toh i sar., 2019; Jang, 2020). Promene u obrascima metilacije
razli¢itih gena su rani dogadaj u hepatokarcinogenezi, a javljaju se i u ranim fazama fibroze (Zekri i
sar., 2014). Pored toga, HCV indukuje modifikaciju histona (Hamdane i sar., 2019; Perez i Gal-
Tanami, 2019) i izmenjenu ekspresiju brojnin MIRNK, kao §to su miR-122, miR-146, miR-150,
miR-20a, miR-21-5p, miR-222, miR-27a, miR-30C, miR-335 i miR-378a, miR-503, sto takode za
posledicu ima izmenjene obrasce ekspresije gena, progresiju bolesti i nastanak HCK (Xie i sar.,
2017; Pascut i sar., 2021; Heredia-Torres i sar., 2022).

1.7. Metilacija molekula DNK

Najbolje proucen epigeneticki mehanizam regulacije genske ekspresije koji uti¢e kako na
progresiju bolesti tako i na odgovor na antivirusnu terapiju je metilacija molekula DNK (Zekri i
sar., 2014; N Zekri i sar., 2014; Mattei i sar., 2022). Metilacija DNK je kovalentna modifikacija
koja se javlja iskljucivo na C5 poziciji pirimidinskog prstena citozina i skoro uvek u kontekstu CpG
dinukleotidne sekvence (Dor i Cedar, 2018). U genomima sisara CpG mesta su retka, kao rezultat
mutagenog potencijala 5-metilcitozina (5mC) koji moze biti deaminovan u timin (Bird, 1980).
Preostala CpG mesta su rasporedena po genomu u okviru nekodirajuc¢ih repetitivnih elemenata, gde
su metilovana, sa izuzetkom CpG dinukleotida u okviru tzv. ,,CpG ostrvaca” (eng. CpG Islands)
(Petryk i sar., 2021). CpG ostrvca su regioni DNK duzine od 0,5 do 4kb sa ve¢om ucestalo§éu
citozina i guanina u odnosu na ostatak genoma. Ovi regioni u normalnim fizioloskom uslovima
obi¢no nisu metilovani i najcesée se nalaze u promotorskim regionima ili prvim egzonima gena
(Mattei i sar., 2022). Veéina genskih promotora, otprilike 70%, sadrzi CpG ostrvca i to na svojim 5’
krajevima (Saxonov i sar, 2006). Konkretno, promotori konstitutivno eksprimirajucih, tj.
housekeeping gena najcescée sadrze ova ,,0strvca” (Gardiner-Garden i Frommer, 1987).

Metilacija DNK je neophodna za utiSavanje retrovirusnih elemenata, regulisanje tkivno-
specifiéne ekspresije gena, geneticki imprinting i inaktivaciju X hromozoma (Schulz i sar., 2006;
Mattei i sar., 2022; Xie i sar., 2023). Priblizno 45% genoma sisara Se sastoji od retrovirusnih
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elemenata koji su utiSani metilacijom DNK ili genetickih varijanti koje su nastale kao rezultat
deaminacije 5mC (Schulz i sar, 2006). Tokom gametogeneze i ranog embrionalnog razvoja, CpG
ostrvca prolaze kroz diferencijalnu metilaciju (Xie i sar., 2023). Regulacija ekspresije gena preko
metilacije CpG ostrvaca je posebno vazna za uspostavljanje genetickog imprinting-a (Choi i sar,
2005a). Imprintovani geni se eksprimiraju samo sa jednog od dva nasledena roditeljska hromozoma.
Osim imprintovanih gena, metilacija CpG ostrvaca regulise ekspresiju gena tokom razvoja i
diferencijacije (Mattei i sar., 2022).

1.7.1. Mehanizam metilacije DNK

Metilaciju DNK Kkatalizuje porodica enzima pod nazivom DNK metiltransferaze koje uz
prisustvo S-adenozil-L-metionina (SAM) kao donora metil grupe kataliSu kovalentno dodavanje
metil grupe na C5 poziciju citozina kako bi se formirao 5mC (Mattei i sar., 2022) (Slika 1.6).
DNMT1 prvenstveno katalizuje metilaciju hemimetilovane DNK tokom replikacije DNK (Petryk i
sar., 2021), odrzavajuci originalni obrazac metilacije prisutan kod roditeljske DNK (Dahlet i sar.,
2020). Pored toga, DNMT1 ima sposobnost da popravi metilaciju DNK (Mortusewicz i sar, 2005).
DNMT3A i DNMT3B su izuzetno sli¢ni po strukturi i funkciji. Za razliku od DNMT1, i DNMT3A
i DNMT3B kada su prekomerno eksprimirane, sposobne su da metiluju i nativnu i sinteticku DNK
bez preferencije za hemimetilovanu DNK. Iz tog razloga, DNMT3A i DNMT3B se nazivaju de
novo DNMT, jer mogu da metiluju ,,golu” DNK (Yagi i sar., 2020). DNMT3B je potrebna tokom
ranog razvoja, dok je DNMT3A potrebna za normalnu celijsku diferencijaciju (Yagi i sar., 2020).
Medutim, poslednjih godina je otkrivena sposobnost DNMT1 da de novo metiluje DNK (Wang i
sar., 2020; Haggerty i sar., 2021). U muskim gametima je otkriven jo$ jedan ¢lan porodice DNMT,
DNMT3C, enzim koji $titi ove ¢elije od aktivnosti transpozona (Barau i sar., 2016). Poslednji ¢lan
porodice DNMT je DNMT3L, protein kome nedostaje kataliticki domen prisutan kod drugih
DNMT enzima (Aapola i sar, 2000). DNMT3L se uglavnom eksprimira tokom ranog razvoja, dok
se u odraslom dobu eksprimira u gametima i timusu (Aapola i sar, 2000, 2001). lako ne poseduje
sopstvenu Kkataliticku funkciju, DNMT3L stimuliSe metiltransferaznu aktivnost DNMT3A i
DNMT3B (Jia i sar, 2007).

NH, NH,
L/ DNMT ’( @
0% NN ; ; 07 \N
I SA SAH |
H H

Citozin 5° Metil-citozin

Slika 1.6. Mehanizam metilacije citozina u okviru CpG dinukleotida (Modifikovano iz Zakhari
2013)

Postoji aktivna i pasivna demetilacija. Pasivna demetilacija se javlja tokom deobe celije, kada
inhibicija ili disfunkcija DNMT1 omogucava novougradenom citozinu da ostane nemetilovan $to
potencijalno dovodi do smanjenja ukupnog nivoa metilacije nakon svake celijske deobe
(Mortusewicz i sar, 2005; Wang i sar., 2020). Aktivna demetilacija se deSava tokom mejoze,
odrzavanja imprintinga i reprogramiranja mati¢nih celija, delovanjem TET (eng. Ten-Eleven
Translocation) proteina (Ginno i sar., 2020). TET proteini pretvaraju 5mC u 5-hidroksimetilcitozin
(5hmC), zatim, dalje oksidacije rezultuju formiranjem 5-formilcitozina (5fC) i 5-karboksilcitozina
(5caC), koji se mogu efikasno ukloniti pomoc¢u enzima TDG (eng. Thymine-DNA Glycosylase)
(Mattei i sar., 2022) (Slika 1.7).
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Slika 1.7. Proces metilacije i demetilacije citozina (Modifikovano iz What Is Epigenetics, 2013)
1.7.2. Metilacija DNK i regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije putem metilacije se odvija smenjivanjem demetilacije CpG dinukleotida
unutar promotorskog regiona gena, koja omogucava da se transkripcioni faktori veZu i da dode do
transkripcije, i metilacije CpG dinukleotida koja inhibira vezivanje transkripcionih faktora, a samim
tim i transkripciju gena (Mattei i sar., 2022). Metilaciju DNK prepoznaju tri odvojene familije
proteina: proteini koji poseduju metil-CpG-vezujuci domen (eng. Methyl-CpG-Binding Domain,
MBD), proteini koji poseduju ubikvitinu sli¢an domen sa PHD i RING prstima (eng. Ubiquitin-
Like, Containing PHD and RING Finger Domain, UHRF) i proteini sa cinkanim prstima. MBD
proteini sadrze o¢uvani MBD domen koji ima vec¢i afinitet vezivanja za pojedina¢na metilovana
CpG mesta (Liu i sar., 2018; Mattei i sar., 2022). Ova porodica uklju¢uje MeCP2, MBD1, MBD?2,
MBD3 i MBD4 (Liu i sar., 2018). Pored svoje uloge transkripcionog represora, MeCP2 ima
jedinstvenu ulogu u odrzavanju metilacije DNK. MeCP2 se vezuje za DNMT1 preko svog domena
za represiju transkripcije (eng. Transcriptional Repression Domain, TRD), a zatim regrutuje
DNMT1 na hemimetilovanu DNK (Liu i sar., 2018). Clanovi proteinske familije UHRF se prvo
vezuju za DNMT1, koga zatim usmeravaju na hemimetilovanu DNK kako bi odrzao metilaciju
DNK, posebno tokom replikacije DNK (Ren, 2022). Poslednja familija metil-vezujucih proteina se
vezuje za metilovanu DNK svojim domenom cinkanih prstiju i sastoji se od Kaiso, ZBTB4 i
ZBTB38 proteina (Filion i sar, 2006). Ova familija proteina, slicno porodici MBD, dovodi do
represije transkripcije na nacin koji zavisi od metilacije DNK (Filion i sar, 2006; Kaplun i sar.,
2021).

1.7.3. Metilacija DNK i HCV

Dugotrajna infekcija virusom HCV dovodi do metilacije DNK u inficiranim ¢elijama jetre (Zhao
i sar., 2021). Metilacione promene DNK nakon infekcije se akumuliraju vremenom, dovodeci do
metilacionog profila koji odgovara HCK. Sli¢nost metilacionih profila sugeriSe da HCV infekcija
igra znacajnu ulogu u progresiji HCK (Zhao i sar., 2021). Osim hipermetilacije CpG ostrvaca u
transkripciono regulatornim regionima i promotorima tumor-supresorskih gena, genom tumora
karakteriSe i ukupna hipometilacija DNK, ukljucujuci hipometilaciju ponavljajucih DNK sekvenci,
kao Sto su LINE1 (eng. Long Interspersed Nuclear Element-1) i Alu elementi, i hipometilaciju
regulatornih elemenata i promotora onkogena (Zhao i sar., 2021).

Prethodna istrZivanja su ustanovila da tokom HCV infekcije virusni proteini uti¢u na metilaciju
DNK. Protein C HCV-a znacajno povecava ekspresiju DNMT1 (Quan i sar., 2014), i dovodi do
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epigenetickog utiSavanja ekspresije tumor-supresorskih gena, metilacijom CpG dinukleotida u
promotorskim regionima (Toh i sar., 2019). Tako protein C indirektno, putem hipermetilacije
tumor-supresorskih gena, utiCe na kljuéne Ccelijske procese i signalne puteve. Jedan od
najproucavanijih celijskih procesa za koji je pokazano da je epigeneticki regulisan HCV-om je
proces epitelijalno-mezenhimalne tranzicije. Pokazano je da protein C indukuje EMT preko
inaktivacije WNT/B-katenin signalnog puta. Indukujuéi hipermetilaciju promotora, protein C
epigeneticki utiSava ekspresiju gena SFRP (eng. Secreted Frizzled-Related Protein), sto dovodi do
kontinuirane aktivacije WNT signalnog puta. Metilaciju gena SFRP indukuju DNMT1, HDAC1 i
MBD proteini koji se vezuju za region blizu mesta pocetka transkripcije ovog gena (Quan i sar.,
2014). Takode, E-kadherin, koji u¢estvuje u odrzavanju kontakta celija-celija i igra klju¢nu ulogu u
EMT, epigeneticki je regulisan proteinom C. Protein C podize nivo ekspresije DNMT1 i DNMT3B
Sto dovodi do hipermetilacije E-kadherina (Arora i sar., 2008) a na sli¢an nacin, dovodi i do
hipermetilacije promotora gena p1l4ARF, uti¢u¢i na apoptozu (Kwak i sar., 2017). Hipermetilacija
promotora gena p1l4ARF, za posledicu ima aktivaciju proteina MDM2 (eng. Mouse Double Minute
2 Homolog) koji inhibira transkripcionu aktivnost i dovodi do degradacije proteina P53, ¢ime se
inhibira apoptoza. Takode, protein C putem uvecanog nivoa enzima DNMT1, DNMT3A i
DNMT3B uzrokuje hipermetilaciju promotorskog regiona gena pl6INK4a u hepatocitima (Park i
sar., 2011; Jang, 2020). Aktiviraju¢i protein AP-1, protein C podsti¢e ekspresiju DNMTI (Tsai 1
sar., 2006). Na ovaj nacin protein C spreCava zaustavljanje Celije u G1 fazi celijskog ciklusa,
odnosno podstice proliferaciju Celije. Protein C indukcijom hipermetilacije promotorskog regiona
gena pl6INK4a dovodi do smanjenja nivoa P16INK4a i posledi¢ne fosforilacije proteina Rb, §to
omogucava c¢eliji da prevazide ¢éelijsko starenje (Lim i sar., 2012). Konaéno, protein C, aktivirajuci
protein PA28y, dovodi do ubikvitin-zavisne proteazomalne degradacije proteina P16INK4a (Cha i
sar., 2021). Alternativni put kojim protein C dovodi do povecane ekspresije DNMT1 je fosforilacija
proteina Rb, kojom se oslobada E2F1, ¢ime se stimuliSe Rb-E2F put i aktivira ekspresija DMNT1
(Arora i sar., 2008).

Vazno je istaci da su pronadene razlike u nivoima ekspresije iRNK i proteina DNMTI i
DNMT?3B izmedu razli¢itih genotipova HCV. Oba enzima su pojacano eksprimirana kod genotipa
1b, dok je DNMT3B povecano eksprimiran na nivou proteina kod genotipova 2a i 3a, ali nivo
njegove iIRNK je isti kod sva tri genotipa (Siddiqui i sar., 2016). U ¢elijskoj kulturi je pokazano da
su DNMT1 i DNMT3B potrebni za HCV infekciju, ekspresiju proteina i sintezu RNK, §to sugeriSe
da oni igraju ulogu u Zivotnom ciklusu HCV-a (Chen i sar., 2013).

Tumor-supresorski geni RASSF1A i pl6INK4a su cesto inaktivirani metilacijom njihovog
promotorskog regiona, ne samo u HCK, vec¢ i u razli¢itim stadijumima fibroze i ciroze (Zang i sar.,
2011; Mohamed i sar., 2012; N Zekri i sar., 2014).

1.8. Gen RASSF1A

Gen RASSF1 (Familija 1 gena sa Ras asociranim domenom, eng. Ras Association Domain
Family 1) je tumor-supresorski gen koji se nalazi na hromozomskoj poziciji 3p21.3 i kodira protein
RASSF1A (Donninger i sar., 2007). Alternativnim splajsovanjem transkripta ovog gena mogu da se
dobiju osam razli¢itih izoformi RASSFIA-RASSFH (Donninger i sar., 2007). Dve najceSce
izoforme su RASSF1A i RASSF1C (Garcia-Gutiérrez i sar., 2020). RASSF1A je multifunkcionalni
protein koji posreduje u regulaciji razlic¢itih celijskih procesa, kao §to su zaustavljanje celijskog
ciklusa, inhibicija nastanka metastaza, stabilizacija mikrotubula, apoptoza, celijska migracija i
autofagija (Dubois i sar., 2019) (Slika 1.8). Funkcije proteina RASSF1A zavise od interakcija sa
njegovim efektorima, koje sa druge strane zavise od ekspresije ovog proteina i regulacije iste, kao i
njegovih post-translacionih modifikacija (Dubois i sar., 2019).
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Slika 1.8. Razliciti procesi na koje utice protein RASSF1A4 (Modifikovano iz Donninger i sar., 2007)

RASSF1A je inhibitor progresije cCelijskog ciklusa koji ucestvuje u regulaciji kompleksa
razli¢itih ciklin-zavisnih kinaza i ciklina (Garcia-Gutiérrez i sar., 2020). Jedan od nacina na koji
RASSF1A ucestvuje u regulaciji ¢elijskog ciklusa je njegova inerakcija sa proteinskim kompleksom
APC/CDC20 (eng. Anaphase-Promoting Complex/Cell Division Cycle Protein 20 Homolog). Ovaj
proteinski kompleks reguliSe prelazak iz metafaze u anafazu, tako Sto dovodi do degradacije ciklina
S, omogucavajué¢i razdvajanje sestrinskih hromatida (Watson i sar., 2019). RASSFI1A inhibira
aktivaciju kompleksa APC/CDC20 tako §to se vezuje za CDC20 i na taj nacin odrzava visok nivo
aktivnosti ciklin-zavisne kinase 1 (CDK1, eng. Cyclin-Dependent Kinases) (Song i sar., 2004).
Takode, protein RASSF1A ucestvuje u regulaciji ¢elijskog ciklusa i tako Sto se vezuje 1 povecava
aktivnost transkripcionog faktora pl20 EA4F, represora ekspresije gena za ciklin A (Ahmed-
Choudhury i sar., 2005), kao i vezujuci se za protein JNK (eng. c-Jun N-terminal Kinases), time
smanjujuci aktivnost ciklina D1 i povecavajuc¢i akumulaciju p27Kipl, CDK2/4 inhibitora (Yoo i
sar., 2006).

Dodatni na¢in na koji RASSFIA utice na Celijski ciklus je podsticanje stabilnosti mikrotubula
vezujuci se za MAP proteine (eng. Microtubule-Associated Proteins, MAPS) kao §to su MAP1b,
C190RF5 i MAP4, kao i za razli¢ite mikrotubularne strukture, ukljucujuci citoskelet i mitoti¢ko
vreteno (Song i sar., 2005; Dallol i sar., 2007). MAP1b i C190RF5 dovode do polimerizacije
tubulina, dok MAP4 podstice depolimerizaciju mikrotubula (Liu i sar., 2005). Interakcijom sa
navedenim proteinima RASSF1A ima klju¢nu ulogu u regulaciji stabilnosti mikrotubula. Pokazano
je da RASSFIA direktno vezan za mikrotubule menja svoju lokaciju tokom deobe celije od
centrozoma do polova deobnog vretena, uticu¢i na mehanicka svojstva ovih struktura (Garcia-
Gutiérrez i sar., 2020).

RASSF1A utiCe na pokretanje procesa apoptoze, ucestvujuci u vise signalnih puteva, formirajuci
na taj nacin kompleksnu signalnu mrezu. RASSF1A aktivira apoptozu tako Sto aktivira protein
MOAP-1 (eng. Modulator of Apoptosis 1) na KRAS-zavistan na¢in (eng. Kirsten Rat Sarcoma 2
Viral Oncogene Homolog). Nastanak kompleksa RASSF1A-MOAP-1 sprecava autoinhibiciju
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proteina MOAP-1. Ovaj proteinski kompleks stupa u interakciju sa proteinom BAX (eng. BCL2
Associated X, Apoptosis Regulator), sto dovodi do njegove aktivacije i posledi¢ne translokacije u
mitohondrije (Garcia-Gutiérrez i sar., 2020). Dodatni na¢in na koji RASSF1A aktivira protein BAX
je preko aktivacije MST1 (eng. Macrophage Stimulating 1) kinaze. MST1 fosforiliSe antiapoptotski
protein BCL-xL (eng. B-cell Lymphoma-Extra Large), sto omogucava translokaciju BAX proteina
u mitohondrije (Garcia-Gutierrez i sar., 2020). MST1 se vezuje direktno za RASSF1A preko svog
SARAH (Salvador/Rassf/Hippo) motiva (Praskova i sar., 2004; Hwang i sar., 2007). Pokazano je da
RAS podstice vezivanje RASSF1A za MST1/2 kinaze. Nakon vezivanja RASSF1A za MST1/2
kinaze dolazi do aktivacije ovih kinaza i posledi¢no do apoptoze (Praskova i sar., 2004; Matallanas
isar., 2007). RASSF1A podstice vezivanje MST2 kinaze za LATS1 (eng. Large Tumor Suppressor
Kinase 1) kinazu, olakSavaju¢i fosforilaciju LATS1 od strane MST2 kinaze, $to dovodi do
fosforilacije proteina YAP1 (eng. Yesl Associated Transcriptional Regulator) i njegove
translokacije u jedro. U ovom sluc¢aju se formira proteinski kompleks YAP1-p73 koji aktivira
transkripciju razli¢itih pro-apoptotskih gena (Matallanas i sar., 2007). KRAS stabilizuje p53 na
RASSF1A-zavistan nacin, tako Sto aktivirana (fosforilizovana) LATS1 kinaza vezujuéi se za
MDM?2 spre¢ava ubikvitinaciju i degradaciju proteina p53 (Matallanas i sar., 2011; Garcia-
Gutiérrez i sar., 2020).

Rho signalni put je jedan od najznacajnijih regulatora nastanka metastaza i RAS-zavisne
transformacije ¢elija. GTPaza RhoA aktivira ove procese, dok ih GTPaza RhoB inhibira (Chi i sar.,
2013). Protein RAS preko RASSFIA negativno reguliSe Rho signalizaciju. RhoA stupa u
interakciju sa RASSF1A ¢ime se podsti¢e Smurfl (eng. Smad Ubiquitination Regulatory Factor 1)-
zavisna ubikvitinacija RhoA, dolazi do njegove degradacije i spreCavanja njegove onkogene
funkcije (Lee i sar., 2016). Sa druge strane, RASSF1A indukuje defosforilaciju GEFH1 (eng.
Rho/Rac Guanine Nucleotide Exchange Factor 2, ARHGEF2), inhibira NDR2 kinazu (eng.
Serine/Threonine Kinase 38 Like, STK38L), koja fosforiliSe GEFHI1, §to za uzvrat omogucava
GEFH1 proteinu da aktivira anti-metastatsku RhoB GTPazu (Keller i sar., 2019). RhoB takode
poboljSava fosforilaciju YAP posredovanu NDR2, §to sprecava YAP da se translocira u jedro i
reguliSe transkripciju (Keller i sar 2019). Ovaj signalni put objasnjava zasto gubitak ekspresije
RASSF1A moze dovesti do nastanka metastaza (Garcia-Gutiérrez i sar., 2020).

Gen RASSF1A je jedan od gena sa najces¢e izmenjenom ekspresijom u tumorima (Grawenda i
sar., 2015; Raos i sar., 2021). Inaktivacije alela gena RASSF1A moze biti prouzrokovana kako
genetiCkim, tako i epigenetiCkim promenama, kao i njihovom kombinacijom (Pfeifer and
Dammann, 2005; Pan i sar., 2005). Naj¢e$¢i na¢in promene ekspresije gena RASSF1A u tumorima
je aberantna hipermetilacija promotorskog regiona ovog gena, koja je jednim delom posledica
izmenjene aktivnosti enzima DNMT1, DNMT3A i DNMT3B (Raos i sar., 2021) (Slika 1.9).
Uocena je povezanost izmedu metilacije promotorskog regiona gena RASSF1A 1 povecanog rizika
za nastanak HCK prouzrokovanog HCV ili HBV infekcijom (Peng i sar., 2020; Nomeir i sar.,
2022). Prema podacima iz literature, metilacija gena RASSF1A je zastupljena u 16,2-68,4%
slu¢ajeva hroni¢ne infekcije virusom hepatitisa tipa C, povecavajuci se sa progresijom bolesti
(Mohamed i sar., 2012; EI-Sabakawy i sar., 2015; Mostafa i sar., 2020; Nomeir i sar., 2022). Stoga,
u patoloSkim stanjima kao $to su tumori i1 virusne infekcije, za sam nastanak 1 progresiju bolesti,
hipermetilacija promotorskog regiona gena RASSF1A je veoma vazna.
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Slika 1.9. Regulacija ekspresije gena RASSF1A hipermetilacijom promotorskog regiona,
posredovana DNMT1 i DNMT3 u interakciji sa razlicitim proteinim (Modifikovano iz Garcia-
Gutiérrez i sar., 2020)

1.9. Gen p16INK4a

Lokus INK4a/ARF se nalazi na hromozomskoj poziciji 9p21 i sadrzi dva tumor-supresorska
gena pl6INK4a i pl4ARF, koji kodiraju proteine P16INK4a i P14ARF, koriste¢i dva razli¢ita
otvorena okvira ¢itanja (Rocco 1 Sidransky, 2001). Ovi geni imaju dva zajednicka (egzoni 2 1 3) 1
jedan alternativni egzon (egzon la i egzon 1B) (Quelle i sar., 1995). KontroliSuci celijsku
diferencijaciju, rast, starenje 1 apoptozu, protein P16INK4a se pokazao kao kljuc¢ni regulator tkivne
homeostaze. Kljucna uloga P16INK4a je sprecavanje prelaska celije iz G1 u S fazu celijskog
ciklusa (Slika 1.10). Pod uticajem razli¢itih stresora dolazi do povecanje aktivnosti P16INK4a 1
njegovog vezivanja za ciklin zavisne kinaze 4 1 6 (CDK4/6), Sto sprecava formiranje kompleksa
ciklin D-CDK4/6. Mutacionim analizama i analizama strukturnih modela, predvideno je da je treci
ANK (ankirinski) ponovak proteina P161INK4a neophodan za njegovo vezivanje i inhibiciju CDK4
(Buj 1 Aird, 2019). Vezivanje P16INK4a za CDK4 odrzava protein Rb u hipofosforilisanom stanju,
Sto dovodi do sekvestracije transkripcionih regulatora iz E2F familije, ¢ime se sprecava ekspresija
gena povezanih sa proliferacijom i zaustavljane ¢elijskog ciklusa u G1 fazi (Serrano, 1997).

Onkogeni signali
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Slika 1.10. P16INK4a u regulaciji celijskog ciklusa (Modifikovano iz Kotake i sar., 2015)

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da je ekspresija ovog proteina povecana tokom razli¢itih tipova
Celijskog starenja (senescencije) (Leon i sar., 2021). Razli¢iti stresori, kao S$to su jonizujuce
zracenje, genotoksicne hemikalije, reaktivne vrste kiseonika, hemioterapeutski agensi ili nedostatak
dNTP, kao i povecana ekspresija onkogena, dovode do senescencije (Itahana i sar., 2004). U
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najve¢em broju slucajeva do zaustavljanja celijskog ciklusa tokom senescencije dolazi usled
poveéane ckspresije gena pl6INK4a i povecane aktivnosti proteina P16INK4a, kao direktne
posledice razli¢itih signalnih puteva (Deng i sar., 2004), epigenetickih faktora (Ito i sar., 2018) i
transkripcionih faktora (Nakade i sar., 2009), izmenjenih od strane gore navedenih stresora. Tako,
na primer, dolazi do pokretanja onkogenom-indukovane senescencije preko P16INK4a/pRb puta,
usled aktivacije onkogena KRAS (Bennecke i sar., 2010).

Sve je veci broj dokaza koji ukazuju na dodatne uloge proteina P16INK4a nezavisne od proteina
Rb (Slika 1.11). Pokazano je da celija supresijom ekspresije ili smanjenjem aktivnosti proteina
P16INK4a zaobilazi onkogenima-indukovanu senescenciju, tako $to povecava nivo nukleotida i
dezoksinukleotida, mehanizmom posredovanim kompleksom mTOERC1 (eng. Mammalian Target
of Rapamycin Complex 1) (Leon i sar., 2021). Dodatno, protein P16INK4a se direktno vezuje za
subjedinicu p65 kompleksa NF-kB (eng. Nuclear Factor Kappa Light Chain Enhancer of Activated
B Cells), sto dovodi do prekida NF-kB indukovane tumorogeneze u odsustvu IkBa, najéesceg
inhibitora kompleksa NF-kB (Wolff i sar., 1999). P16INK4a takode ucestvuje u regulaciji odgovora
na oksidativni stres, za sada nepoznatim mehanizmom. Celije kod kojih je P16INK4a deficitan
imaju uvecanu mitohondrijalnu masu i1 smanjen respiratorni kapacitet, Sto zajedno dovodi do
povecane koncentracije ROS-a (Tyagi i sar., 2017). Slede¢i od procesa na koje P16INK4a utice je
aktivacija transkripcionog faktora AP1 (eng. Activating Protein-1), koji se aktivira nakon vezivanja
P16INK4a za kinaze JNK1/3 (Choi i sar., 2005b). Pored JNK1/3 P16INK4a se direktno vezuje i za
eEF1A2 (eng. Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Alpha 2) i inhibira translaciju proteina
(Lee i sar., 2013). Na kraju, P16INK4a regulise ekspresiju tumor-supresorskih miRNK. Pod
uticajem UV zracenja dolazi do formiranja heterokompleksa izmedu proteina P16INK4a, CDK4 i
transkripcionog faktora SP1, koji aktivira transkripciju tumor-supresorske miR-141 i miR-146b-5p
(Al-Khalaf i sar., 2013).

Rb signalni put

Tumor-supresorske
miRNK T Metabolizam

AN CDK4/6 Fa nukleotida
CDK4-SP1 mTORC1

Translacija |

: <— eEF1A2 | | p65 e
| proteina signalni put
JNK1/3 ROS
T «~ PRC i TFAM A ,
e ¢ [ Oksidativni |
‘ stres

Biogeneza

\\ mitohondrija

Slika 1.11. Razlicite uloge i signalni putevi u kojima ucestvuje protein P16INK4a (Modifikovano iz
Buj i Aird, 2019)

Gen p16INK4a je cesto deletiran ili metilovan u razli¢itim tipovima maligniteta kod ljudi (Rocco
i Sidransky, 2001; Leon i sar., 2021). Hipermetilacija promotorskog regiona ovog gena je prvo
ustanovljena u plazmi i serumu pacijenata sa tumorom jetre (Wong i sar., 1999). Zatim je
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ustanovljeno da metilacija njegovog promotora u tkivu jetre povecava rizik za nastanak HCK (Zang
I sar.,, 2011). Prema literaturnim podacima, metilacija gena pl6INK4a se sre¢e kod 23,5-62%
slu¢ajeva hroni¢ne infekcije virusom hepatitisa C, rastuéi sa progresijom bolesti (Kaneto 1 sar.,
2001; Mostafa i sar., 2020; Elsewify i sar., 2020). Delecije ovog gena su takode ¢este kod HCK
prouzrokovanog hroni¢nom infekcijom HCV (Forbes i sar., 2010).

Promene u obrascima metilacije mogu se detektovati kako u tkivu tako i u Kkrvi pacijenata na
stadijumu prekanceroznih promena (Wong i sar., 1999; Fiegl i sar., 2005). Nedavna istrazivanja su
pokazala da cirkuliSu¢a DNK, ako se koristi kao neinvazivna ,te¢na biopsija”, test krvi Koji
omogucava molekularno testiranje bolesti jetre, potencijalno moze promeniti dijagnozu, prognozu i
predvidanje odgovora na terapiju kod fibroze, ciroze jetre i HCK (Mann i sar., 2018; Johnson i sar.,
2022). Cirkulisu¢a DNK predstavlja fragmente genomske DNK koji se mogu detektovati u serumu
i/ili plazmi obolelih (Mann i sar., 2018). Njena prose¢na duzina je oko 180 baznih parova (bp), sto
se poklapa sa duzinom DNK koja se nalazi u najmanjoj jedinici hromatina, nukleozomu. Stoga je
najverovatnije da fragmente cirkuliSu¢e DNK oslobadaju celije koje prolaze kroz apoptozu. Duzi ili
znacajno krac¢i fragmenti od navedenog ukazuju da cirkulisu¢u DNK mogu da oslobadaju i Celije
koje umiru nekrozom (Jiang sar., 2015).

Dok se razli¢iti modaliteti snimanja, kao S$to su elastografija zasnovana na magnetnoj
rezonanciji (eng. Magnetic Resonance Imaging, MRI) i ultrazvuku, Siroko koriste za procenu
steatoze i fibroze jetre, ove tehnike nemaju osetljivost i specificnost za rane faze fibroze i upale
jetre. Jedini trenutno dostupan biomarker je alfa-fetoprotein, ograni¢ene klinicke primene zbog
niske osetljivosti 1 specificnosti (Bruix 1 sar., 2011) $to ima za posledicu da i pacijenti sa SVO
razviju hroni¢no ostecenje jetre, ukljucujuci i1 nastanak HCK (Lohmann 1 sar., 2019; Janjua 1 sar.,
2020; Kanwal i sar., 2020). Biomarkeri koji bi premostili ove nedostatke, trebalo bi da imaju visoku
senzitivnost 1 specifi¢nost prognozirajuci tok i ishod bolesti kao 1 uspesnost odgovora na antivirusnu
terapiju. Upravo, metilacioni status gena RASSF1A i p16INK4a, polimorfizam gena 1L28B, kao i
varijabilnost virusnog gena C bi potencijalno mogli biti biomarkeri koji bi ispunili ove uslove.
Imajuéi u vidu da se promene u obrascima metilacije DNK javljaju u ranim fazama infekcije, da
mogu da opstanu i nakon postizanja SVO (Domovitz i Gal-Tanamy, 2021), kao i da njihov uticaj na
odgovor na antivirusnu terapiju jo§ uvek nije razjasnjen, utvrdivanje metilacionog statusa gena
RASSF1A i pl6INK4a bi moglo da bude posebno znacajano, kako za predikciju odgovora na
terapiju PEG-IFN/RBYV, tako i za definisanje grupe ispitanika sa pove¢anim rizikom za nastanak
HCK.
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog rada su bili:

1.
2.

3.

Formirati homogenu grupu pacijenata u odnosu na karakteristike virusa (tip, podtip).
Odrediti metilacioni status gena RASSF1A i pl6INK4a u plazmi periferne krvi pacijenata
sa hroni¢nom infekcijom HCV genotipa 1b.

Ispitati polimorfizam rs12979869 gena IL28B u genomu ispitanika.

Analizirati deo nukleotidne sekvence (C gena) u genomu HCV-a koji kodira protein za
nukleokapsid i utvrditi aminokiselinske izmene koje su u korelaciji sa odgovorom na
terapiju i stadijumom fibroze i ciroze jetre.

. Ispitati korelaciju epigenetickih promena navedenih gena sa svim relevantnim klini¢ko-

patoloskim karakteristikama ispitanika (pol, starost, progresija fibroze jetre 1 virusoloski
odgovor pacijenata).

Utvrditi moguéu asocijaciju genotipa rs12979869 IL28B sa odgovorom na terapiju i
epigenetickim promenama kod pacijenata sa hroni¢énom infekcijom HCV-om.

. Detektovati aminokiselinske izmene u proteinu C HCV-a koje su u asocijaciji sa

metilacionim statusom gena RASSF1A i p16INK4a i polimorfizmom gena IL28B.

20



3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

3.1.1. Pacijenti

Ovom studijom je obuhvaéena homogena grupa od 49 ispitanika sa hroni¢nom infekcijom
virusom hepatitisa C genotipa 1b, lecenih u Klinickom centru Srbije u Beogradu, u periodu od
2008. do 2020. godine. Studiju je odobrila Eticka komisija za rad sa humanim materijalom Instituta
za nuklearne nauke ,,Vin¢a” u Beogradu (broj odluke 116-8-2/2021-000 od 31.05.2021.). Kao
uzorci humanog tkiva koriS¢eni su uzorci krvne plazme, dobijeni pre pocetka terapije PEG-
IFN/RBV. Prisustvo RNK HCV-a u plazmi, nalaz biopsije jetre koji potvrduje da se radi o
hronicnom hepatitisu C, kao 1 povefan nivo alanin aminotransferaze (ALT) 1 aspartat
aminotransferaze (AST) u serumu pacijenata predstavljaju indikacije za primenu antivirusne
terapije, ukoliko nisu prisutne druge kontraindikacije za le¢enje antivirusnom terapijom. Odgovor
ispitanika na PEG-IFN/RBV terapiju je klasifikovan kao SVO ukoliko virusna RNK nije bila
prisutna u plazmi 24 nedelje nakon zavrSetka leCenja 1 kao BO (bez virusoloSkog odgovora),
ukoliko je virusna RNK bila prisutna u plazmi 24 nedelje nakon prestanka lecenja.

Od osnovnih klinicko-patoloskih karakteristika, prikupljenih iz medicinske dokumentacije
navedene klinike, za analizu su koriS¢eni slede¢i podaci: 1) pol; 2) starost; 3) virusna RNK /
(viremija), izraZzena u internacionalnim jedinicama po mililitru (IU/mL); 4) stepen histoloske
aktivnosti 1 fibroze jetre. Stepen fibroze jetre je odreden prema METAVIR kisifikaciji (Bedossa 1
Poynard, 1996), zasnovanoj na pet stadijuma fibroze: FO (bez fibroze), F1 (blaga fibroza), F2
(umerena fibroza sa malo septi), F3 (teska fibroza sa brojnim septama bez ciroze) i F4 (ciroza), sve
histopatoloske analize tkiva jetre dobijenih biopsijom su odradena na navedenoj klinici; 5) odgovor
na PEG-IFN/RBV terapiju na osnovu prisustva virusne RNK u plazmi ispitanika $est meseci nakon
prestanka le¢enja. Navedeni podaci su prikazani u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1: Klini¢ko-patoloske karakteristike ispitanika sa hroni¢nom infekcijom virusom
hepatitisa C genotipa 1b

Broj Viremija Stadijum Odgovor na
uzo rlJ<a P?IT SIS (1 U/mli) fibrojzejIC te%apij ud
1 Z 50 136,000 0 BO
2 7 31 820,260 0 SVO
3 M 58 160,000 0 BO
4 7 22 440,000 0 SVO
5 M 28 713,000 0 SVO
6 M 40 368,000 0 BO
7 M 30 420,000 0 SVO
8 M 53 180,143 1 SVO
9 M 32 4,325,000 0 BO
10 7 35 128,870 0 BO
11 M 37 325,500 0 SVO
12 M 43 30,875 1 BO
13 7 56 28,500 0 SVO
14 7 40 717,500 0 SVO
15 7 50 ND" 1 BO
16 M 22 921,516 0 SVO
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Broj Viremija Stadijum Odgovor na
uzo rIJ<a Pol’  Starost (IU/mIi) fibrcfze;t te%apij ud
17 M 30 521,875 1 BO
18 M 53 ND 0 BO
19 Z 58 42,500 0 SVO
20 M 24 464000 1 SVO
21 M 45 198,965 1 BO
22 M 35 3,519,925 0 BO
23 M 31 15,875 0 SVO
24 Z 33 918,000 0 BO
25 M 47 36,000 1 SVO
26 Z 56 305,000 1 SVO
27 M 49 930,000 0 BO
28 M 53 768,600 1 BO
29 Z 54 554,560 1 SVO
30 7z 67 1,107,549 1 BO
31 M 34 272,700 0 SVO
32 M 58 21,867,585 1 SVO
33 7z 49 155,741 0 BO
34 7 54 265,000 1 SVO
35 M 33 259,293 0 BO
36 M 45 ND 1 SVO
37 Z 56 152.250 0 SVO
38 M 55 110.000 0 BO
39 M 60 250000 1 BO
40 M 38 25000000 0 BO
41 M 53 64500000 0 BO
42 M 35 184925 1 BO
43 Z 35 117150 1 BO
44 M 42 203629 1 SVO
45 M 52 ND 1 BO
46 7 53 109700 1 BO
47 7 62 446000 1 BO
48 7 35 <1000 1 BO
49 7 62 406000 0 BO

1 Pol: Z-Zene, M-Muskarci; ¥ Stadijum fibroze izrazen prema METAVIR sistemu klasifikacije (Rani stadijum-stadijum
fibroze (FO - F2) i Kasni stadijum-stadijum fibroze (F3 - F4)); S Odgovor na terapiju: BO-Bez virusoloskog odgovora,
SVO-Stabilan virusoloski odgovor; " ND-podatak nije dostupan

3.1.3. Kontrolni uzorci

Za ispitivanje metilacionog statusa gena RASSF1A i pl6INK4a su koris¢ene odgovarajuce
pozitivne i negativne kontrole. Kao standardno zdravo tkivo koriséene su MNC periferne krvi
zdravih osoba. DNK izolovana iz MNC je sluzila kao pozitivna kontrola za nemetilovane, odnosno
kao negativna kontrola za metilovane alele. Ista DNK, metilovana in vitro upotrebom enzima
M.Sssl (New England Biolabs, SAD), a zatim i bisulfitno-modifikovana, sluzila je kao pozitivna
kontrola za metilovane alele gena RASSF1A i p16INK4a.
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3.2. Metode

Za odredivanje koncentracije i genotipa HCV-a, analizu metilacionog statusa gena RASSF1A i
pl6INK4a, odredivanje polimorfizma gena IL28B, kao i amino-kiselinskih izmena virusnog
proteina C, koris¢ene su slede¢e metode molekularne biologije:

1
2.
3.
4

No v,

8.

9.

10.
11.
12.
13.
14.

3.2.1.

izolacija RNK HCV iz plazme;

koncentracija RNK HCV je odredena PCR metodom u realnom vremenu (real time PCR);
odredivanje genotipa HCV;

izolacija cirkuli$uée DNK iz plazme periferne krvi i izolacija genomske DNK iz MNC
periferne krvi zdravih osoba;

in vitro metilacija molekula DNK izolovane iz MNC periferne krvi;

bisulfitna modifikacija izolovane cirkuliSuce 1 genomske DNK;

umnozavanje Zeljenih fragmenata molekula modifikovane DNK PCR tehnikom specifiénom
za metilaciju, MSP (eng. Methylation Specific PCR), koris¢enjem posebno dizajniranih
prajmera za metilovanu, tj. nemetilovanu DNK;

analiza rezultata dobijenih u MSP reakcijama elektroforezom na agaroznim i
poliakrilamidnim gelovima (PAA);

genotipizacija gena IL28B;

amplifikacija regiona C u genomu HCV RT-PCR metodom;

provera rezultata RT-PCR reakcija elektroforezom na poliakrilamidnom gelu;

metoda preciS¢avanja PCR produkta;

automatsko sekvenciranje regiona C;

statistiCka obrada dobijenih rezultata.

Izolacija RNK HCV iz plazme

Ukupna RNK HCV je izolovana standardizovanim Kkit-om za izolaciju RNK (Sacace
biotehnologies, Como, Italija) prema protokolu proizvodaca, koji se sastoji iz sledec¢ih koraka:

= HCV LYS (pufer za lizu ¢elija) pripreman je meSanjem uz blago grejanje na temperaturi
od 60 - 65°C;

= [stovremeno je pripremana i HCV IC (interna kontrola) meSanjem na vorteksu u trajanju
0d 5-10s;

= Dodavanjem 120 ul HCV IC u bocicu sa HCV LYS dobijen je radni reagens za lizu
¢elija. U obelezene tube dodavano je po 450 ul radnog reagensa za lizu ¢elija;

= Pripremane su tri tube za kontrole: HCV Rec IC (-), HCV Rec Pos 1 C+ i HCV Rec Pos
2 C+;

= U tubu obeleZzenu za negativnu kontrolu izolacije dodato je 100 uL HCV Rec IC (-),
potom je dodato po 90 pl ostale dve kontrole u obelezene tube, zatim promes$ano
vorteksovanjem i kratko centrifugirano na sobnoj temperaturi;

= U tube sa radnim reagensom dodato je 100 ul plazme, zatim je kratko vorteksovano;

= U sve obelezene tube je dodato po 25 ul sorbenta koji je pre dodavanja snazno
vorteksovan;

= Tube su inkubirane 10 min na sobnoj temperaturi uz povremeno mesanje i vorteksovanje;

= Nakon inkubacije sve tube su centrifugirane 1min na 10000 g na sobnoj temperaturi;

= Nakon odlivanja supernatanta u tube je dodavano 500 ul HCV WB pufer za pranje (eng.
Washing Buffer), nakon ¢ega su tube kratko vorteksovane;

= Tube sa sadrzajem su centrifugirane 1 min na 10000 g na sobnoj temperaturi;

= Nakon odlivanja supernatanta dodavano je po 500 pl 70% etanola u sve tube. Nakon ¢ega
su tube vorteksovane, a potom i centrifugirane na 10000 g 1 min i sobnoj temperaturi.
Prethodni korak je ponovljen;

= Nakon odlivanja supernatanta dodato je 500 pl acetona u svaku tubu, koje su
vorteksovane, a zatim centrifugirane na 10000 g u trajanju od 1 min;
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= Uzorci su suseni oko 10 min na termo bloku na temperaturi od 56°C;

= Nakon suSenja pelet je rastvoren u 50 pl RNK eluenta (rastvaraca). Sve tube sa
sardrzajem su inkubirane 10 min na 56°C na termo bloku, zatim centrifugirane 1 min na
12-14000 g.

Materijal koji smo na ovaj nacin dobili se koristio za amplifikaciju isti dan nakon izolacije ili je
¢uvan na -70°C. Kvantitativni test moze da se radi RT-PCR tehnikom isti dan nakon izolacije.
Kvantitativna interna kontrola (HCV Rec IC) predstavlja rekombinantnu RNK i sluzi kao kontrola
uspesnosti svih koraka izolacije nukleinskih kiselina, amplfikacije i detekcije svakog uzorka
ponaosob. Uz pomo¢ HCV Rec IC prati se moguci gubitak RNK kao i moguca inhibicija PCR-a za
vreme izolacije.

3.2.2. Odredivanje koncentracije ukupne virusne RNK (RNK HCYV)

Metodom RT-PCR-a u realnom vremenu je odredena koncentracija ukupne virusne RNK.
Koncentracije RNK HCV-a i koncentracije interne kontrole (HCV IC) su odredene simultano u
jednoj reakciji (,,duplex PCR*), a kvantifikacija je obavljena preko standardne krive komercijalnim
reagensima baziranim na TagMan tehnologiji, primenom HCV R-TMQ kita (Sacace
biotehnologies, Italija).

Prajmeri i probe eseja za kvantitativni test HCV-a su specifi¢ni za 5-UTR HCV. Koncentracija
RNK HCV-a i kontrola HCV IC odredena je posebno za svaki uzorak ocitavanjem fluorescencije na
dve razli¢ite talasne duzine (Fam i Joe), izraCunata na osnovu serije standardnih razblaZenja, a
izrazena u lU/ml. Prilikom izraCunavanja koncentracije RNK HCV koristi se slede¢a formula:

HCV DNK kopija/uzorku x koeficijent * = IlU HCV/ml
IC DNK kopija/uzorku

* koeficijent je specifian za svaki lot koji se nalazi u kitu.

Preporuceni faktor konverzije [lU HCV/mL u broj kopija/mL za dati reagens je 4.

Nakon izolacije ukupne RNK HCV pripreman je radni reagens za amplifikaciju RNK HCV, na
slede¢i nacin:
= U tubu sa DTT, dodato je 300 ul RT - PCR smeSe - 1, zatim 200 ul RT - PCR smese - 2,

20 pl Hot Start Taq Polimeraze i 10 ul M - MLV reverzne transkriptaze (radni reagens DTT,
RT - PCR 1 i2 smeSe, stabilan je mesec dana na temperaturi od -20°C).

U obeleZene tube je dodato 25 pl radnog reagensa i 25 pl izolovane RNK. Potom je pripremljeno
6 standarda i 1 negativna kontrola. U obeleZene tube je dodato po 25 pl standarda za kvantifikaciju
RNK HCV (QS1 HCV, QS2 HCV i QS3 HCV) i kvantitativnih standarda IC (QS1 IC, QS2 IC i QS3
IC). U tubu za negativnu kontrolu dodato je 25 ul TE - pufera. Reverzna transkripcija i PCR radeni
su u reakcionoj smesi od 25 pl. Ova metoda je radena na aparatu SDS 7500, Applied Biosystems
(Applied Biosystems, SAD).

3.2.3. Odredivanje genotipa HCV-a

Za genotipizaciju HCV-a koriséen je komercijalni in vitro test za odredivanje HCV genotipova
putem reverzne transkripcije i PCR-a, sa genotip specifi¢cnim prajmerima (HCV Genotype Kit,
Sacace biotehnologies, Italija). Glavni koraci za genotipizaciju HCV su: izolacija ukupne RNK
HCV, reverzna transkripcija RNK i amplifikacija. U okviru ovog kita nalaze se genotip specifi¢ni
prajmeri za najucestalije genotipove, a to su: 13, 1b, 2 i 3a. Nakon izolacije RNK HCV, uradena je
reverzna transkripcija. Reverzna transkripcija je podrazumevala pripremu radnog reagensa (Master
Mix) na sledec¢i nacin:

24



= U tubu sa RT mixom dodato je 5 ul RT-G-mixa-1 (smese), zatim vorteksovano i kratko
centrifugirano na sobnoj temperaturi. Master mix pripremljen na ovaj nacin stabilan je
mesec dana na temperaturi od - 20°C.

= Zatim je 6 ul M-MLV (reverzne transkriptaze) dodato u tubu sa Master mixom, potom
kratko vorteksovano i centrifugirano u trajanju od 3 do 5 s.

= U obelezene tube dodavano je 10 ul reakcionog mixa i 10 ul izolovane RNK, nakon ¢ega
je sledila reakcija reverzne transkripcije u aparatu za PCR na temperaturi od 37°C u
trajanju od 30 min.

= Nakon reverzne transkripcije rastvorena je cDNK sa TE puferom u odnosu 1:2. Ovako
pripremljena cDNK moze da se ¢uva u frizideru na temperaturi od -20°C mesec dana, a
na - 80°C i do godinu dana.

= Zatim su pripremane tube sa komercijalno napravljenim PCR smeSama za genotipove
1a/1b i PCR smeSama za genotipove 2 i 3a. Potom je dodavano 10 ul PCR-mix-a 2 i 5 pl
cDNK (uzorka) nakon reakcije RT. U tubu za negativnu kontrolu amplifikacije dodato je
5 uL DNK pufera.

= 5 ul HCV c¢DNK (uzorka) je dodato u tubu sa PCR smeSom koja sadrzi genotipove 1a i
1b, a zatim i u tubu sa PCR smeSom za genotip 2 i 3a.

Temperaturni uslovi pod kojima se odvijala reakcija amplifikacije su bili slede¢i: 95°C 5 min
(pocetna denaturacija), potom u 42 ciklusa cDNK se umnozavala na: 95°C 10 s, 68°C 10 s, 72°C
10 s. U poslednjem ciklusu finalna elongacija je trajala 1 min. Na kraju reakcija se zavrSavala
hladenjem na temperaturi od 4°C u trajanju od 5 min. Amplifikovani produkti su se cuvali na
temperaturi od - 20°C. Sve reakcije RT - PCR-a sa kitovima Sacace su radene na PCR aparatu,
model Applied Biosystems Gene Amp® PCR System 2700 i 9700 (Applied Biosystems, SAD).

Uspesnost reakcije je proverevana prisustvom ili odsustvom specifi¢nih traka amplifikovane
DNK na 8% PAA. Duzina amplifikovanog fragmenta DNK za genotip 1b iznosila je 395 bp.
Komponente za pripremu 8% PAA gela su navedene u Tabeli 3.2.

Tabela 3.2: Komponente za pripremu poliakrilamidnog gela

komponente za 8% gel koli¢ina (25 ml)

PAA stok* 40% 5mi

10 x TBE** 2,5 ml

10% amonijum persulfat 210 ul

N, N, N', N' TEMED 16 ul

ddH20 17,5 ul

*38:2 (akrilamid:bis-akrilamid); **10 x TBE pufer, pH 8,3 (108 g Tris, 55 g H3BO3, 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0,
ddH.0 do 1000 ml).

3.2.4. Izolacije cirkuliSu¢e DNK

Cirkulisu¢éa DNK je izolovana iz plazme periferne krvi ispitanika koriste¢i komercijalno
dostupne kitove QIAmp UltraSens (Qiagen, GmbH, Nemacka) i Ribo-Sorb-100 (HCV Quant)
RNA/DNA Extraction Kit (Sacace Biotechnologies, Italija), prema uputstvima proizvodaca.

3.2.5. Izolacije genomske DNK iz mononuklearnih éelija periferne krvi

Iz taloga MNC periferne krvi koji je dobijen prema protokolu koji je opisao Boyum (1968),
izolovana je genomska DNK klasicnom fenol/hloroform/izoamil-alkohol procedurom (Ausubel,
1987). Nakon digestije i fenolske ekstrakcije DNK, usledila je precipitacija i rastvaranje molekula
DNK prema protokulu:
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= U svaki uzorak je dodato po 500 ul digestionog pufera koji u finalnoj koncentraciji sadrzi
25 mM EDTA, pH 8,0; 100 mM NacCl; 10 mM TRIS-HCI, pH 8,0; 0,5 % SDS i 100 pg
(19,6 mg/ml) proteinaze K (Thermo Fisher Scientific, SAD);

= uzorci su inkubirani preko no¢i na temperaturi 50-55°C, uz povremeno muckanje;

= u svaki uzorak (500 ul) dodata je ista kolicina smese koja sadrzi fenol/hloroform/izoamil-
alkohol (F/H/I) u odnosu 25:24:1, nakon ¢ega je muckano ru¢no 10 min, uzorci su zatim
centrifugirani 5 min/10600g, pa je izdvojena vodena faza i prebacena u novu epruvetu;

= postupak sa fenolom je ponovljen jos 1-2 X;

= vodenoj fazi je dodata ista zapremina smese H/I (24:1), nakon ¢ega je muckano ruc¢no
10 min i centrifugirano 5 min/10600 g;

= vodena faza je izdvojena u novu epruvetu;

= vodenoj fazi je dodata 1/10 zapremine 3 M natrijum acetata, pH 5,2 i 2 zapremine hladnog
apsolutnog EtOH, nakon cega je, uz ru¢no muckanje, doslo do precipitacije DNK u vidu
koncica;

= makroskopski vidljivi kon¢i¢i DNK su zatim namotani na staklenu Pasterovu pipetu,
zatopljenog i zakrivljenog vrha;

= DNK je isprana uranjanjem Pasterove pipete u 70% EtOH, a zatim je suSena na vazduhu 15
min, rastvorena u 100-200 ul ddH20 i odloZena na 4°C.

3.2.6. Odredivanje koncentracije izolovane cirkuliSuce i genomske DNK

Koncentracija 1 kvalitet izolovane DNK odredeni su merenjem apsorbance na spektrofotometru
BioSpec-nano (Shimadzu Corporation, Japan). Maksimum apsorbance za nukleinske Kiseline je na
260 nm i na osnovu njega se racuna koncetracija DNK u nasem izolatu (10D = 50 ng). Maksimum
apsorbance soli je na 230 nm, a za proteine na 280 nm. Visoko prec¢is¢ena DNK ima odnos
apsorbanci A260/A280 > 1,8 (Glasel, 1995), §to je bio slucaj 1 sa naSim uzorcima.

3.2.7. In vitro metilacija molekula DNK izolovane iz mononuklearnih ¢elija periferne
krvi

U cilju dobijanja kontrolne DNK, kod koje ¢e svi CpG dinukleotidi biti metilovani, DNK
izolovana iz MNC periferne krvi zdravih osoba tretirana je komercijalno dostupnim enzimom CpG
metiltransferazom M.Sssl (New England Biolabs, SAD). Reakcija se odvijala u zapremini od 20 pl.
Na 2 ug izolovane DNK iz MNC periferne krvi zdravih osoba, dodata su 2 pl 10 x M.Sssl pufera
(finalna koncentracija 10 mM Tris-HCI, pH 7,9, 50 mM NaCl, 10 mM MgCI2, 1 mM DTT), 0,4 ul
32 mM SAM (finalna koncentracija 0,64 mM) i 8 j enzima M.Sssl (4 j/jug DNK). Uzorci su
inkubirani 4 h/37°C, nakon c¢ega je usledila inaktivacija enzima dodatnim inkubiranjem
20 min/65°C. Tako metilovana DNK je ¢uvana na 4°C do bisulfitne modifikacije.

3.2.8. Bisulfitna modifikacija izolovane DNK

Izolovana DNK je modifikovana kori§éenjem EZ DNA Methylation™ kit-a (Zymo Research,
SAD). Ova metoda zasniva se na hemijskoj modifikaciji citozina, ¢ime se nemetilovani citozini
prevode u uracil, dok metilovani citozini ne podlezu ovoj modifikaciji. Postupak modifikacije je
izvrSen po protokolu preporuc¢enom od strane proizvodaca:

= zapremini uzorka koji sadrzi 500 ng DNK je dodato 5 pl M-Dilution Buffer-a i dopunjeno
vodom do ukupne zapremine od 50 pl, a zatim su uzorci inkubirani 30 min na 42°C;
= nakon inkubacije svakom uzorku je dodat CT Conversion Reagent u zapemini od 100 pl
nakon Cega su uzorci inkubirani 12-16 sati u mraku na 50°C, a zatim su inkubirani 10 min
do 20 sati na 4°C;
Nakon bisulfitne modifikacije, DNK je precis¢ena slede¢im postupkom:
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= dodato je 400 ul MBB (eng. M-Binding Buffer) na Zymo-Spin™ kolonicu, pa je kolonica
stavljena u tubu za prikupljanje;

= modifikovani uzorak je dodan na Zymo-Spin™ kolonicu koja sadrzi MBB, pa je ceo sadrzaj
promesan okretanjem kolonice nekoliko puta;

= uzorci su centrifugirani na maksimalnoj brzini (>10000g/30 s), nakon cega je rastvor
odliven;

= dodato je 100 ul MWB (eng. M-Washing Buffer) na kolonicu, pa su uzorci centrifugirani na
maksimalnoj brzini (>10000g/30 s);

= dodato je 200 ul LDB (eng. L-Desulphonation Buffer) na kolonicu, nakon ¢ega su uzorci
ostavljeni na sobnoj temperaturi 15-20 min. Uzorci su zatim centrifugirani na maksimalnoj
brzini (>10000g/30 s);

= na svaku kolonicu je dodato 200 ul MWB, pa su uzorci centrifugirani na maksimalnoj brzini
(>10000g/30 s). Ovaj korak ispiranja je ponovljen;

= Kkolonice su stavljene u tube od 1,5 ml i u svaku je dodato 10 ul MEB (eng. M-Elution
Buffer), direktno na matriks kolonice. Nakon toga su tubice sa kolonama centrifugirane na
maksimalnoj brzini (>10000g /30 s) kako bi se eluirala DNK.

» ovako modifikovana i prec¢is¢ena DNK je ¢uvana na -20°C i predstavljala je matricu za
amplifikaciju MSP tehnikom.

3.2.9. Amplifikacija molekula DNK MSP tehnikom

Metilacioni status gena RASSF1A i pl6INKa ispitivan je amplifikacijom modifikovane DNK
PCR tehnikom specificnom za metilaciju - MSP. Za razlikovanje nemetilovanih od metilovanih
promotrskih regiona analiziranih gena, koriS¢ena su dva seta prajmera, specificnih za nemetilovanu,
odnosno metilovanu modifikovanu DNK. Za svaki uzorak modifikovane DNK izvedene su po dve
PCR reakcije za odgovaraju¢i gen, upotrebom dva seta prajmera. U Tabeli 3.3 su prikazane
sekvence prajmera koji su kori$¢eni za amplifikaciju gena RASSF1A (Wang i sar., 2008) i p16INKa
(Herman i sar., 1996).

Tabela 3.3: Prajmeri za MSP

Duzina produkta
Prajmer Sekvenca (5'-3") (bp)/ Temperatura
hibridizacije

s GGGTTTTGCGAGAGCGCG )
RASSFIAM . GCTAACAAACGCGAACCG 169 bp /60°C
s GGTTTTGTGAGAGTGTGTTTAG -
RASSFIAN CACTAACAAACACAAACCAAAC  169bp/55°C
s TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGE
a GACCCCGAACCGCGACCGTAA
s TTATTAGAGGGTGGGGTGBATTGT 11 oo
a CAACCCCAAACCACAACCATAA

m, metilovan; n, nemetilovan; s, sens; a, antisens; bp, bazni par

pl6INK4am 150 bp / 60°C

pl6INK4an

Pored uzoraka, koriS¢ene su i ,,slepa kontrola® za proveru specifi¢nosti reakcije (ddH2O umesto
DNK), kao i pozitivna i negativna kontrola za uzorke (nemetilovana i in vitro metilovana DNK
izolovana iz MNC periferne krvi zdravih osoba). MSP je izvoden na PCR aparatu Applied
Biosystems 2720 (Applied Biosystems, SAD) u Eppendorf epruvetama (0,2 ml) u finalnoj zapremini
od 25 pl. Amplifikacija se odvijala u toku 40 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije DNK (45 s
na 95°C), hibridizacije (50 s za gen RASSF1A, 45 s za gen p16INKa, na odgovarajucoj temperaturi
u zavisnosti od kori$¢enih prajmera, Tabela 3.2) i elongacije prajmera (60 s na 72°C). Prvi ciklus
amplifikacije je zapocet sa 5 min inicijalne denaturacije na 95°C, a u poslednjem je elongacija
produzena na 4 min na 72°C. Za svaku PCR reakciju su pripremljene odgovaraju¢e PCR smese u
¢iji sastav ulaze komponente prikazane u Tabeli 3.4.
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Tabela 3.4: Sastav smeSe za MSP

Komponente Finalna koncentracija u 25 pl

RASSF1A pl6
10 x PCR pufer* 2,5 X 2,5 X
25 mM MgCI2 6,7 mM 6,7 mM
10 mM dNTP 3,125 mM 3,125 mM
50 uM RASSF1A/pl6 sense prajmeri 0,43 uM 0,4 uM
50 uM RASSF1A/pl6 antisense prajmeri 0,45 uM 0,46 uM
100% DMSO / 1,25%
20 mg/ml BSA / 0,5 mg/ml

*pufer koji je kori§¢en za PCR je napravljen prema protokolu koji su dali Herman i sar., (1996) i omoguc¢ava
specifi¢nu i visoko efikasnu amplifikaciju. MgCI2 koji prema originalnom protokolu ulazi u sastav 1 x PCR pufera je
dodavan posebno u PCR reakcionu smesu. Sastav 10 x pufera: 16,6 mM amonijum sulfat, 67 mM Tris-HCI pH 8,8, 10

mM 2-merkaptoetanol.

Nakon dodavanja i meSanja svih komponenti, jednaka zapremina reakcione smese je podeljena u
epruvete za PCR, nakon Cega je dodato po 1 uL zapremine modifikovane DNK. Epruvete su
postavljene u aparat za PCR, gde su zagrevane 5 min/95°C (inicijalna denaturacija) i nakon isteka
ovog vremena u svaku epruvetu je dodata po 1 jedinica Taqg polimeraze (Thermo Fisher Scientific,
SAD) razblazene u 2,8 uL ddH20, u tzv. ,hot-start” reakciji. ,,Hot-start reakcija se izvodi u cilju
povecanja specificnosti amplifikacije molekula DNK.

3.2.10. Analiza uspeSnosti i specificnosti PCR reakcija metodom elektroforeze

Detekcija produkata MSP reakcije za gene RASSF1A i p16INK, kao i njihovo razdvajanje na
osnovu duzine, vrSena je elektroforezom na agaroznom 1 poliakrilamidnom gelu. Utvrdivanje
duzine ispitivanih fragmenata je vrSeno u odnosu na odgovaraju¢i marker, GeneRuler 50 bp
(Thermo Fisher Scientific, SAD).

3.2.10.1. Elektroforeza na agaroznom gelu

Provera uspes$nosti MSP reakcija je radena na 1,8% agaroznom gelu koji je pripreman prema
sledec¢em protokolu prikazanom u Tabeli 3.5.

Tabela 3.5: Komponente za pripremu agaroznog gela

komponente za 2% gel koli¢ina(50 ml)
Agaroza 099¢

10XxTAE* 5ml

SYBR Green | (Sigma, SAD) 5ul

ddH20 45 ml

*10xTAE pufer, pH 8,0 (48,4 g Tris, 11,42 ml CH3COOH, 20 ml 0,5 M EDTA, ddH20 do 1000 ml).

Razdvajanje fragmenata DNK odvijalo se na sistemu za horizontalnu elektroforezu u
elektricnom polju jac¢ine 120 V (7,5 V/cm) u trajanju od 40 min. Na gel je nanoSeno po 10 pl uzorka
pomesanog sa 2 pl boje bromfenol plavo (0,25% bromfenol plavo, 0,25% ksilen-cijanol u 30%
glicerolu). Vizuelizacija traka nakon elektroforeze odvijala se pod UV-svetlo$¢u transiluminatora.

3.2.10.2. Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

Razdvajanje fragmenata DNK i analiza rezultata MSP reakcije, vrsena je elektroforezom na 6%
PAA gelu u nedenaturiSu¢im uslovima. Gel je pripreman prema protokolu prikazanom u Tabeli 3.6.
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Tabela 3.6: Komponente za pripremu poliakrilamidnog gela

komponente za 6% gel koli¢ina (25 ml)
PAA $tok* 40% 5ml

10 x TBE** 2,5 ml

10% amonijum persulfat 210 wl

N, N, N', N' TEMED 16 ul

ddH20 17,5 ul

*38:2 (akrilamid:bis-akrilamid); **10 x TBE pufer, pH 8,3 (108 g Tris, 55 g HsBO3, 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0,
ddH20 do 1000 ml).

Elektroforeza se odvijala u vertikalnom polju u kadama sa 1x TBE puferom, u trajanju od 5
min/90 V (4 V/cm), a zatim 75 min/140V (7,5 V/cm). Na gel je nanoSeno po 10 ul uzorka
pomesanog sa 2 ul boje bromfenol plavo (0,25% bromfenol plavo, 0,25% ksilen-cijanol u 30%
glicerolu). Vizuelizacija razdvojenih DNK fragmenata na gelu izvrSena je postupkom bojenja
srebronitratom prema slede¢em protokolu (Hiort i sar., 1994):

10% rastvor EtOH, 5-10 min;

1% rastvor HNO3, 3 min;

ispiranje u ddH20, 2-3x po 1 min;

0,2% rastvor AgNO3(500 mg AgNO3u 250 ml ddH20), 20-30 min;

ispiranje u ddH20, 2-3x po 1 min;

2,96% Na2CO3sa 0,02% formaldehidom (9 g Na2CO3/300 ml ddH20O + 227 pul
formaldehida), do pojave traka;

= fiksiranje u 10% CH3COOH, nekoliko minuta;

= jispiranje u ddH20 i pakovanje gela u plasti¢nu foliju.

3.2.11. Genotipizacija gena 1L28B

Polimorfizam jednog nukleotida rs12979860, gena IL28B, je analiziran koriscenjem Custom®
SNP Genotiping Assais (Applied Biosistems, SAD), sa alel specificnim TagMan probama koje su
dizajnirane i prijavljene ranije (Alestig i sar., 2011). Genotipizacija je uradena na ABI-7500 PCR
aparatu (Applied Biosistems, SAD) u 25 ul reakcionoj zapremini koja sadrzi 10 ng DNK, 12,5 ul
TagMan® Universal PCR Master Miks i 1,25 ul (40x) Custom® SNP Genotiping Assays.

3.2.12. Amplifikacija regiona C u genomu HCV-a RT-PCR metodom

Za amplifikaciju C regiona HCV-a koris¢en je One-step RT-PCR, nakon kojeg je usledila druga
PCR reakcija. Za reverznu transkripciju izolovane HCV-RNK je koris¢en One-Step RT-PCR Kit
(QIAGEN GmbH, Nemacka) prema protokolu proizvodaca. Amplifikaciona meSavina RT-PCR
reakcije je sadrzala 5 puL izolovane ukupne RNK HCV. RT-PCR se odvijala u 35 ciklusa (reverzna
transkripcija na 50°C tokom 30 minuta 1 95°C tokom 15 minuta), nakon cega je usledila
amplifikacija na 94°C tokom 45 s, 56°C tokom 45 s, 72°C za 45 s i kona¢na elongacija na 72°C
tokom 7 min. Prajmeri za region C, koji su koriS¢eni za RT-PCR i drugu PCR reakciju su
dizajnirani koriscenjem Primer-BLAST (Tabela 3.7).
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Tabela 3.7: Prajmeri za amplifikaciju C regiona virusa hepatitisa C genotipa 1b

Smer  Prajmer Sekvenca (5'-3") Pozicija'

RTiprviPCR  Sens G1l+ CGCGCGACTAGG 478-487
Antisens G2 ATGTACCCCATGAGGTCGGC  720-739

Drugi PCR Sens F2 GGAGGTCTCGTAGACCGTGCA  307-327
Antisens G2 ATGTACCCCATGAGGTCGGC  720-739

T Polozaji nukleotida prema HCV 1b prototipu HCV-J (pristupni broj D90208)

Jedan pl PCR proizvoda je koriS¢en kao matrica za drugu PCR reakciju. MeSavina amplifikacije
nested PCR reakcije sadrzala je 1,75 jedinica DreamTaq polimeraze (Thermo Fisher Scientific,
Litvanija), 2,5 pl 10x PCR pufera sa MgCI2, 2 pl dNTP (10 mM svaki), 0,25 ul svakog internog
prajmera (40 pmol konacne koncentracije 0,6 pM). Dodata je destilovana voda bez DNaza/RNaza
da bi se dobila kona¢na zapremina od 25 pl. Protokol amplifikacije je ukljucivao pocetnu
denaturaciju tokom 3 minuta na 95°C, nakon ¢ega je usledilo 30 ciklusa amplifikacije na 94°C
tokom 45 s, 60°C tokom 45 s 1 72°C tokom 60 s, zatim je usledila konac¢na elongacija na 72°C
tokom 7 min. RT-PCR i nested PCR su izvedeni na PCR aparatu Applied Biosistems Gene Amp®
PCR Sistem 9700 (Applied Biosystems, SAD). Kona¢ni PCR proizvodi (duzine 433 bp) su
razdvojeni elektroforezom na 6% PAA gelovima i obojeni srebro nitratom i natrijum karbonatom.

3.2.13. Metoda precis¢avanja PCR produkta

Nakon amplifikacije, PCR produkti su preciS¢eni od zaostalih komponenti reakcije. Za
pre¢iS¢avanje je koris¢en Kit za ekstrakciju DNK (MBI Fermentas, Litvanija). PreciS¢avanje se
zasniva na slede¢em principu: u prisustvu haotropnih soli, 6 M rastvora natrijum jodida (eng.
Binding Solution, BS), DNK se vezuje za specijalno dizajnirane staklene Cestice, a zatim da bi se
dobila precis¢ena DNK, ove soli 1 zaostale neCistoce se uklanjaju ispiranjem u odgovarajué¢im
puferu koji sadrzi u jednakom odnosu supstance (Tris, NaCl, EDTA) i 95% etanol (eng. Washing
Buffer, WB). Nakon ispiranja, DNK se eluira sa staklenih ¢estica pomo¢u ddH20 ili odgovarajuceg
pufera. Metoda preciS¢avanja se izvodila na slede¢i nacin:

= Sadrzaj PCR produkta u tubi podeljen je na dva jednaka dela i potom je dodavano 3
volumena BS rastvora i odgovaraju¢e zapremine resuspendovane silika-puder suspenzije
koja sadrzi staklene Cestice za vezivanje DNK (2 ul suspenzije vezuje 1ug DNK). Tube
su inkubirane na temperaturi od 55°C u trajanju od 5 - 15 min, sa kratkim
vorteksovanjem svaka 2 min, potom su sve tube centrifugirane 5s na 10000 g.

= Nakon odlivanja supernatanta dodavano je 500 pl hladnog WB. Pelet je razbijan
nastavkom automatske pipete, zatim su tube centrifugirane 5 s na 10000 g, nakon Cega je
ponovo odliven supernatant. Navedeni postupak je ponovljen jos 2 puta.

= Uzorci u tubama su suseni na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 - 15 min.

= [spiranje cDNK je radeno dodavanjem 40 pl 1 mM TRIS-HCI, pH 8.0, potom je pelet
razbijan nastavkom automatske pipete, nakon ¢ega su tube sa uzorcima inkubirane u
trajanju od 5 min na 55°C.

= Nakon inkubacije sve tube su centrifugirane 30 s na 11000 g, nakon ¢ega je supernatant
odliven u novu tubu. Ovaj postupak je ponovljen jo§ 2 puta sa istom koli¢inom 1 mM
TRIS- HCI, pH 8.0.

= Nove tube sa odlivenim supernatantom centrifugirane su u trajanju od 20 min na 13000 g
pri temperaturi od 4°C, nakon Cega je supernatant odliven u Ciste tube i dodana je 1/2
volumena 70% etanola, potom centrifugirano 10 min na 13000 g na temperaturi od 4°C.
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Nakon odlivanja supernatanta uzorci su suseni u trajanju od 15 - 30 min dok sav etanol ne
upari.

= cDNK je rastvorena u 40 pl ddH2O ili 1 mM TRIS-HCI, pH 8.0 i moze se Cuvati na
temperaturi od -20°C. Ovako prec¢is¢en PCR produkt je bio spreman za automatsko DNK
sekvenciranje.

3.2.14. Automatsko sekvenciranje regiona C

Svi virusni izolati su sekvencirani na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, Institut za
mikrobiologiju i imunologiju. Automatsko sekvenciranje amplifikovanog fragmenta iz regiona C
genoma HCV-a radeno je na automatskom sekvenatoru metodom zavrsSetka lanca (ABI 310, Applied
Biosystems, SAD). Metoda je bazirana na kapilarnoj elektroforezi sa fluorescentno obelezenim
ddNTP-ovima (Sanger i sar., 1997). Rezultati automatskog sekvenciranja su dobijeni u vidu
grafickog 1 slovnog zapisa, nakon ¢ega se moglo pristupiti detaljnoj analizi sekvence primenom
razli¢itih metoda. Sekvenciranje je radeno sa kombinacijom prajmera: G1+, G2 i F2. Za analizu
amino-Kkiselinskih supstitucija i sli¢nosti izmedu sekvenci kori§¢eni su programi Nacionalnog centra
za biotehnoloske informacije (eng. National Center for Biotechnology Information NCBI) Blastp
(protein-protein BLAST). Sve sekvence iz regiona C HCV-a su poredene sa referentnom
sekvencom HCV-J (GenBank, pristupni broj D90208) za genotip 1b.

3.2.15. Statisticka obrada rezultata

Deskripcija numerickih obelezja je uradena klasiénim metodama opisne statistike 1 to
aritmetickom sredinom, i medijanom od srednjih vrednosti, a od mera varijabiliteta standardnom
devijacijom, koeficijentom varijacije 1 standardnom greSkom, kao i minimalnom i maksimalnom
vrednoScu. Relativni brojevi su koriS¢eni u svim tabelama. Za poredenje razlike izmedu ucestalosti
kod neparametarskih obeleZja i to za jedno odnosno dva obelezja koris¢en je Pirsonov y2-test, i to u
obliku testova slaganja 1 tablica kontingencija, za poredenje razlike izmedu ucestalosti kod
neparametarskih obelezja i to za jedno odnosno dva obelezja. Kod numerickih ogranic¢enja tablice
2x2 primenjen je FiSerov test tatne verovatnoce. Za utvrdivanje razlike srednjih vrednosti
kontinualnih varijabli koje su u normalnoj raspodeli izmedu dve grupe koriS¢en je t - test za
nezavisne uzorke ili Mann Whitney U-test kao neparametrijski test za kontinualne verijable koje
nisu bile u normalnoj raspodeli. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija (SD) ili broj (procenat). P vrednosti manje od 0,05 smatrane su statisticki znac¢ajnim. Sve

statisticke analize su obavljene koriScenjem licenciranog softverskog paketa za statistiCku analizu
Sigma Plot 14.0.

31



4. REZULTATI

4.1. Analiza klini¢ko-patoloSkih karakteristika bolesnika sa hroni¢nom
infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b

Grupa obolelih sa hroni¢énom infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b je obuhvatala 49
ispitanika, od kojih je 20 (40,8%) ispitanika bilo Zzenskog i 29 (59,2%) ispitanika muskog pola,
prosecne starosti 44,3 + 11,8 godina (opseg 22-67). Stabilan virusoloski odgovor na kombinovanu
PEG-IFN/RBYV terapiju je postignut kod 42,9% (21/49) ispitanika, dok 57,1% (28/49) ispitanika
nije odgovorilo na terapiju. Prema METAVIR sistemu Klasifikacije stadijuma fibroze, 55,1%
ispitanika je klasifikovano u grupu sa ranim stadijumom, koji obuhvata odsustvo fibroze, blagu do
umerenu fibrozu sa malo septi, dok je 44,9% (22/49) ispitanika Klasifikovano u grupu sa kasnim
stadijumom fibroze, koji obuhvata tesku fibrozu sa brojnim septama, kao i cirozu jetre.

4.2. Ispitivanje polimorfizma rs12979860 gena 1L28B

Analizom polimorfizma rs12979860 u blizini gena 1L28B, genotip CC je detektovan kod 55,3%
(26/47) ispitanika, dok je genotip CT detektovan kod 21,3% (10/47) ispitanika, a genotip TT kod
23,4% (11/47) ispitanika. Genotipovi CT/TT su u daljim analizama objedinjeni u jednu grupu i
detektovani su kod 44,7% (21/47) ispitanika (Slika 4.1). Analiza polimorfizma rs12979860 gena
IL28B nije uspela kod dva ispitanika.
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Slika 4.1. Distribucija genotipova polimorfizma rs12979860 gena IL28B medu ispitanicima sa
hroniénom infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b

Ispitanici sa genotipom CC polimorfizma rs12979860 gena IL28B bili su statisticki znacajno
mladi od onih sa genotipovima CT/TT ovog polimorfizma (41,9+11,9 vs. 48,9+10,1; p=0,039;
Studentov t-test; Tabela 4.1). U odnosu na odgovor na terapiju, uocili smo da su ispitanici sa
genotipom CC gena IL28B bili ucestaliji u SVO grupi (95% vs. 25,9%,), dok su ispitanici sa
genotipovima CT/TT bili ¢es¢u u BO grupi (74,1% vs. 5%), (p<0,001, FiSerov test tacne
verovatnoc¢e; Tabela 4.1). Daljom analizom nije ustanovljena povezanost genotipa gena IL28B sa
polom ispitanika, stadijumom fibroze i koncentracijom ukupne HCV RNK (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Distribucija genotipova gena IL28B prema odgovoru na terapiju i osnovnim
karakteristikama ispitanika sa hroni¢nom infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b

Klini¢ko-patoloske karakteristike Genotip gena 1L28B D
CT/TT CC

Starost (Godine) T 48,857 + 10,101 41,923 + 11,883 0,039"

Pol

Muski 13/29 (44,8%) 16/29 (55,2%) 0.782

Zenski 8/18 (44,4%) 10/18 (55,6%) '

Stadijum fibroze *

FO-F2 11/26 (42,3%) 15/26 (57,7%) 0.945

F3-F4 10/21 (47,6%) 11/21(52,4%) '

Odgovor na terapiju

Bez virusoloskog odgovora (BO) 20/27 (74,1%) 7127 (25,9%) <0.001"

Stabilan virusoloski odgovor (SVO) 1/20 (5%) 19/20 (95%) '

Viremija (1U/ml) 7

<400 000 11/24 (45,8%) 13/24 (54,2%) 0.778

> 400 000 7/19 (36,8%) 12/19 (63,2%) '

" Podaci izraZeni kao srednja vrednost+SD; * Stadijum fibroze izrazen METAVIR skorom (fibroza 0-2 i 3-4); T Analiza
nije uspela kod dva ispitanika; * Statisti¢ki zna¢ajna vrednost. Koriiceni statisticki testovi bili su Studentov t-test,
Pearsonov 7 testi i FiSerov test tatne verovatnoce. Analiza nije uspela kod dva ispitanika.

4.3. Ispitivanje metilacionog statusa gena RASSF1A i p16INK4a u uzorcima
plazme pacijenata sa hroni¢nom infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b

Nakon MSP reakcije i elektroforeze, na osnovu prisustva specificnih produkata MSP reakcija
koji su odgovarali nemetilovanim, odnosno metilovanim alelima, odreden je metilacioni status gena
RASSF1A i pl6INK4a. Metilacija navedenih gena nije detektovana ni u jednom od kontrolnih
uzoraka poreklom iz MNC periferne krvi zdravih osoba, dok je metilacija oba gena uo&ena kod svih
kontrolnih DNK prethodno metilovanih in vitro. U odredenom broju uzoraka su detektovani i
produkti koji odgovaraju nemetilovanom alelu, kao i produkti koji odgovaraju metilovanom alelu
ispitavanih gena, $to ukazuje na heterogenost cirkulisu¢e DNK. Reprezentativni primeri analize
metilacije prikazani su na slici 4.2. Duzina dobijenih produkata je odredena na osnovu
molekularnog markera sa umnoscima DNK od 50 bp (O ’GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-
use, Thermo Fisher Scientific, SAD).
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Slika 4.2. Rezultati MSP za gene RASSF1A i pl6INK4a za uzorke plazme pacijenata sa
hroni¢nom infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b. Prisustvo vidljivog PCR proizvoda u
kolonama N ukazuje na prisustvo nemetilovanih alela RASSF1A (169 bp) i p16NK4a (151 bp);
prisustvo proizvoda u kolonama M ukazuje na prisustvo metilovanog RASSF1A (169 bp) i
p16INK4a alela (150 bp). NL — normalne MNC kao pozitivna kontrola za nemetilovane alele; PK —
in vitro metilovana DNK iz normalnih MNC kao pozitivna kontrola za metilovane alele; L — marker
molekulske tezine (50 bp); HCV — virus hepatitisa tipa C.

Metilacioni status gena RASSF1A i pl6INK4a je uspesno utvrden kod svih 49 ispitanika.
Metilacija gena RASSF1A je detektovana kod 32,6% (16/49) ispitanika, dok je metilacija gena
pl6INK4a detektovana kod 28,6% (14/49) ispitanika (Slika 4.3). Istovremena metilacija oba gena
detektovana je u 3 od 49 (6,1%) slucajeva, dok je 27 od 49 ispitanika (55,1%) imalo bar jedan
metilovani gen.

80.00%

70.00%% 67,4% B
- (1]

60.00% -

50.00% -

40.00% - = metilovani

= nemetilovani
30.00%

20.00% -

10.00% -

0.00% -
RASSF1A pl6INK4a

Slika 4.3. Metilacioni profil uzoraka plazme pacijenata sa hroni¢nom infekcijom virusom
hepatitisa C genotipa 1b
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4.3.1 Ispitivanje povezanosti metilacionog statusa gena RASSF1A i p16INK4a sa
klini¢ko-patoloskim karakteristikama ispitanika sa hroni¢nom infekcijom virusom
hepatitisa C genotipa 1b

Rezultati analiza povezanosti metilacionog statusa gena RASSF1A i pl6INK4a i klinicko-
patoloskih karakteristika pacijenata sa hroni¢nom infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b
sumirani su u tabeli 4.2. Nije uoc¢ena asocijacija izmedu metilacionog statusa, bilo gena RASSF1A
ili gena p16INK4a i ispitivanih parametara, ukljucujuci starost pacijenata, pol i stadijum fibroze
jetre. Medutim, utvrdena je statisticki znaCajna asocijacija metilacije promotora gena RASSF1A i
koncentracije ukupne HCV RNK (>400 000 IU/ml, p=0,009, ? test; Tabela 4.2). Takva asocijacija
nije pronadena u slu¢aju gena p16INK4a.

Tabela 4.2: Povezanost metilacionog statusa gena RASSF1A i p161NK4a sa klini¢ko-
patoloskim karakteristikama ispitanika sa hroni¢énom infekcijom virusom hepatitisa C

genotipa 1b

Klini¢ko-patoloske  Metilacioni status gena RASSF1A p Metilacioni status gena p161NK4a p
karakteristike . . . .

Metilovan Nemetilovan Metilovan Nemetilovan
Starost (Godine)*

43,438+ 13,059 44,788 +11,401 0,712 44,429 + 10,646 44,314 + 12,442 0,976
Pol
Muski 11/29 (37,9%) 18/29 (62,1%) 0523 8/29 (27,6%) 21/29 (72,4%) 0.890
Zenski 5/20(25%) 15/20 (75%) ' 6/20 (30%) 14/20 (70%) '
Stadijum fibroze *
FO - F2 9/27 (33,3%) 18/27 (66,7%) 0.846 8/27 (29,6%) 19/27 (70,4%) 0.892
F3-F4 7122 (31,8%) 15/22 (68,2%) ' 6/22 (27,3%) 16/22 (72,7%) '
Odgovor na
terapiju
Bez virusolos§kog 6128 (21,4%) 22128 (78,6%) 7/28 (25%) 21/28 (75%)
odgovora (BO)
Stabilan virusoloski 10101 147 6o N 121 (66,75 0.749
odgovor (SVO) 10/21 (47,6%) 11/21 (52,4%) 7/21(33,3%) 14/21 (66,7%)
Viremija (IU/ml) T
< 400 000 9/25 (36%) 16/25 (64%) 0.009* 8/25 (32%) 17/25 (68%) 0.607
> 400 000 15/20 (75%) 5/20 (25%) ' 5/20 (25%) 15/20 (75%) '
Genotip gena
IL28B 1
CC 13/26 (50%) 13/26 (50%) 0.024* 7/26 (26,9%) 19/26 (73,1%) 0.875
CTT 3/21 (14%) 18/21 (86%) ' 7/21 (33,3%) 14/21 (66,7) '

 Podaci izraZeni kao srednja vrednost=SD;  Stadijum fibroze izrazen METAVIR skorom (fibroza 0-2 i 3-4);
T Analiza nije uspela kod dva ispitanika; " Statisti¢ki zna¢ajna vrednost. Korisceni statisti¢ki testovi bili su Studentov t-

test, Pearsonov 7 test i FiSerov test taéne verovatnoce.

Status metilacije gena RASSF1A i pl6INK4a razmatran pojedina¢no nije bio povezan sa
odgovorom na terapiju PEG-IFN/RBV. Medutim, kada su uporedene grupe ispitanika sa oba
metilovana (pl6INK4am/RASSF1Am) i oba nemetilovana gena (pl6INK4an/RASSF1An),
primeceno je da svi ispitanici kod kojih nije doSlo do odgovora na terapiju imaju nemetilovane
promotore oba ispitivana gena (15/15), dok su sva tri ispitanika (3/3) sa metilovanim promotorima
oba ispitivana gena odgovorili na antivirusnu terapiju. Ipak, ovaj rezultat nije dostigao statisticki
znacajnu vrednost jer se radi o malom broju uzoraka (p= 0,052, FiSerov test tacne verovatnoce,
Tabela 4.3).

35



Tabela 4.3: Povezanost istovremenog metilacionog statusa gena RASSF1A i p16INK4a sa
klini¢ko-patoloSkim karakteristikama ispitanika sa hroni¢énom infekcijom virusom hepatitisa

C genotipa 1b
Klini¢ko-patoloske Metilacioni status gena RASSF1A i p16INK4a p
SIS RASSF1Am/ p16INK4am RASSF1An/ p16INK4an
Starost (Godine) 48,333+15,044 45,500+12,274 0,780
Pol
Muski 1/12 (8,33 %) 11/12 (91,77%) 1000
Zenski 2/13 (15,38%) 11/13 (84,62%) *
Stadijum fibroze *
FO - F2 3/16 (18,75%) 13/16 (81,25%) 0.280
F3-F4 0/9 (0%) 9/9 (100%) *
Odgovor na terapiju
Bez virusoloskog odgovora 0115 (0%) 15/15 (100%)
(Bob)l 0,052
Stabilan virusoloski odgovor 0 0 ’
(SVO) 3/10 (30%) 7/10 (70%)
Genotip gena IL28B "
cc 3/12 (25%) 9/12 (75%) 0217
CT/TT 0/11 (0%) 11/11 (100%) ’

T Podaci izraZeni kao srednja vrednost+SD; * Stadijum fibroze izrazen METAVIR skorom (fibroza 0-2 i 3-4);
T Analiza nije uspela kod dva ispitanika; RASSF1Am — metilovan promotor gena RASSF1A; RASSF1An — nemetilovan
promotor gena RASSF1A; p16INK4am — metilovan promotor gena p16INK4a; p16INK4an — nemetilovan promotor
gena p16INK4a. Korisceni statisticki testovi bili su Studentov t-test, Pearsonov y? test i Fiserov test tacne verovatnoce.

4.3.2 Ispitivanje povezanosti metilacionog statusa gena RASSF1A i p16INK4a sa
genotipovima polimorfizma rs12979860 gena 1L28B

Ispitivanjem povezanosti metilacionog statusa gena RASSF1A i genotipova polimorfizma
rs12979860 gena IL28B utvrdeno je da se metilacija promotora RASSF1A znacajno ¢escée javlja kod
ispitanika sa genotipom CC gena 1L28B, nego kod preostala dva genotipa (50% vs. 14%, p=0,024,
Fiserov test tacne verovatnoce; Tabela 4.2, Slika 4.3). Asocijacija izmedu metilacionog statusa gena
pl6INK4a i ispitivanog polomorfizma gena IL28B nije pronadena (Tabela 4.2, Slika 4.3).

36



p=0,024
A 90.00% 86%

80.00% —

70.00% ——

60.00% —
50% 50%

50.00% 7 RASSF1AM

40.00% 1 RASSF1AN

30.00% A

20.00% A 4%

—

IL28B CC IL28B CT/TT

10.00% -

0.00% -

=0,875
B 80.00% P

73,1%
70.00% - 66.7%

60.00% +——— —

50.00% +———— —

4000% +—— ——— __ pl6INK4am
p16INK4an

33,3%

30.00% | 26.9%

20.00% -

10.00% -

0.00% -

IL28B CC IL28B CT/TT

Slika 4.3. Analiza povezanosti metilacije promotora gena RASSF1A (A) i p16INK4a (B) i
genotipa gena IL28B. RASSF1Am — metilovan promotor gena RASSF1A; RASSF1An — nemetilovan
promotor gena RASSF1A; p16INK4am — metilovan promotor gena p16INK4a; p16INK4an —
nemetilovan promotor gena p16INK4a.

U cilju utvrdivanja moguce asocijacije daljom analizom smo ispitivali da li postoji povezanost
metilacionog statusa svakog od ispitivanih gena u kombinaciji sa genotipom gena IL28B i odgovora
na antivirusnu terapiju. Utvrdeno je da je u grupi ispitanika sa istovremenim prisustvom
metilovanog gena RASSF1A i genotipa CC gena IL28B (RASSF1AM/IL28BCC), SVO je postignut u
76,9% (10/13) slucajeva, dok je kod preostalih ispitanika postignut samo kod 29,4% (10/34).
Sliéno, u grupi pacijenata sa istovremenim prisustvom metilacije gena p16INK4a i genotipa CC
gena IL28B (p16INK4am/IL28BCC), SVO je postignut kod 85,7% (6/7) ispitanika, dok je u grupi
preostalih pacijenata postignut kod 35% (14/40) ispitanika. Dobijeni rezultati su bili statisticki
znacajni za oba gena (p=0,009 za gen RASSF1A i p=0,032 za gen p16INK4a, Fiserov test tacne
verovatnoce; Slika 4.4). Medutim, nakon izvrSene Bonferoni korekcije, samo je rezultat vezan za
gen RASSF1A ostao znacajan (p<0,0125).
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Slika 4.4. Analiza povezanosti istovremenog metilacionog statusa gena RASSF1A i p16INK4a i
genotipa gena IL28B sa odgovorom na terapiju. A — Uticaj metilacije gena RASSF1A i genotipa
gena IL28B na odgovor na terapiju. Ostale grupe: RASSF1ANn/IL28B CT/TT; RASSF1Am/IL28B
CT/TT i RASSF1ANn/IL28B CC. B — Uticaj metilacije gena pl6INK4a i genotipa gena IL28B na
odgovor na terapiju. Ostale grupe: pl6INK4an/IL28B CT/TT; pl6INK4am/IL28B CT/TT i
pl6INK4an/IL28B CC. SVO - stabilan virusoloski odgovori; BO — bez virusoloskog odgovora. Sve
p-vrednosti su dobijene pomocu Fiserovog testa tacne verovatnoce.

Nakon sveobuhvatnije analize, primeceno je da je kod ispitanika sa uznapredovalom fibrozom i
genotipovima CT/TT gena IL28B, gen RASSF1A bio isklju¢ivo nemetilovan (10/10, 100%; Tabela
4.4) i da 90% (9/10) ovih ispitanika nije odgovorilo na terapiju (Tabela 4.5). S druge strane,
odgovor na kombinovanu terapiju, medu ispitanicima sa metilovanim genom RASSF1A i genotipom
CC gena IL28B je bio sli¢an, bez obzira na stadijum fibroze. Tako je u podgrupi sa blagom
fibrozom ili bez fibroze 83,3% (5/6) ispitanika postiglo SVO, dok je SVO zabelezen kod 71,4%
(5/7) ispitanika sa teSkom fibrozom (Tabela 4.5). Ovi rezultati nisu statisticki obradeni zbog malog
broja uzoraka u svakoj grupi.
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Tabela 4.4. Povezanost metilacionog statusa gena RASSF1A sa stadijumom fibroze i
genotipom gena IL28B

Metilacioni status gena RASSF1A

Stadijum fibroze'/genotip gena IL28B  Metilovani Nemetilovani
FO-F2/CC 6/15 (40%) 9/15 (60%)
FO-F2/CT/TT 3/11 (27,3%) 8/11 (72,7%)
F3-F4/CC 7/11 (63,6%) 4/11 (36,4%)
F3-F4/CTITT 0/10 (0%) 10/10 (100%)

T Stadijum fibroze izrazen METAVIR skorom (fibroza 0-2 i 3-4).

Tabela 4.5. Odgovor na terapiju PEG-IFN/RBV u grupama ispitanika sa razli¢itim
stadijumom fibroze, genotipom gena IL28B i metilacionim statusom gena RASSF1A

Odgovor na terapiju
Stadijum fibroze®/genotip gena IL28B  Stabilan virusoloski Bez virusoloskog

/metilacioni status gena RASSF1A odgovor (SVO) odgovora (BO)
FO-F2/CC/RASSF1AmM 5/6 (83,3%%) 1/6(16,7%)
FO-F2/CC/RASSF1AnN 6/9 (66,70%) 3/9 (33,3%)
FO-F2/CT/TT/RASSF1AmM 3/3 (100%) 0/3 (0%)
FO-F2/CT/TT/RASSF1An 0/8 (0%) 8/8 (100%)
F3-F4/CC/RASSF1AmM 5/7 (71,4%) 2/7 (28,6%)
F3-F4/CC/RASSF1AnN 3/4 (75%) 1/4 (25%)
F3-F4/CT/TT/RASSF1AM" / /
F3-F4/CT/TT/RASSF1An 1/10 (10%) 9/10 (90%)

“Nijedan od ispitanika nije imao kombinaciju F3-F4/CT/TT/RASSF1Am. T Stadijum fibroze izrazen METAVIR skorom
(fibroza 0-2 i 3-4).

4.4 Analiza amino-kiselinskih izmena u proteinu C HCV-a

Analiza amino-kiselinskih (ak) izmena u proteinu C virusa je bila uspesna kod 29 ispitanika.
Sekvenca regiona C HCV-a svakog od izolata je poredena sa referentnom sekvencom za genotip 1b,
HCV-J (GenBank pristupni broj D90208). Dobijene sekvence su deponovane u bazu podataka
GenBank pod pristupnim brojevima (0Q607636-0Q607663).

Amino-kiselinske izmene na poziciji 70 su detektovane kod 41,4% (12/29) ispitanika, a izmene
na poziciji 75 kod 44,8% (13/29) ispitanika, dok su izmene na poziciji 91 prisutne kod 34,5%
(10/29) ispitanika. 1zmene na poziciji 110 detektovane su kod samo 13,8% (4/29) ispitanika. Kod
13 ispitanika primec¢ene su dve ili viSe ak izmena istovremeno. Distribucija ak izmena na sve Cetiri
pozicije je prikazana na slici 4.5.

39



Amino kiselinske izmene na Amino kiselinske izmene na
poziciji 70 poziciji 75

mR70Q BT75A
m R70H mT758
mR70P mT75V
R70K T75P
Amino kiselinske izmene na Amino kiselinske izmene na
poziciji 91 poziciji 110
BmT110S8
mM91C
mT110A
MO91L
T110N

Slika 4.5. Amino-kiselinske izmene u proteinu C HCV-a kod pacijenata sa hroni¢nom infekcijom
virusom hepatitisa C genotipa 1b. R-arginin; Q-glutamin; H-histidin; P-prolin; K-lizin; T-treonin;
A-alanin; S-serin; V-valin; M-metionin; C-cistein; L-leucin; N-asparagin.

Najéesce detektovana izmena na poziciji 70 bila je zamena arginina u lizin (R70Q), koja je
detektovana kod 75% (9/12) ispitanika, dok je najce$ca supstitucija na poziciji 75 bila zamena
treonina u alanin (T75A), koja je uoc¢ena u 53,8% (7/13) slu¢ajeva. Najcesca ak izmena na poziciji
91 bila je zamena metionina u cistein (M91C), detektovana kod 70% (7/10) ispitanika, dok je
naj¢esca ak izmena na poziciji 110 bila zamena treonina u serin (T110S), otkrivena kod 50% (2/4)
ispitanika. Sekvence svih izolata sa ak izmenama na specificnim pozicijama prikazane su na slici
4.6.
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Slika 4.6. Sekvence proteina C HCV-a svih izolata sa najéeséim ak izmenama na odredenim
pozicijama. Sve sekvence protina C HCV-a su poredene sa referentnom sekvencom za genotip 1b,
HCV-J (GenBank pristupni broj D90208) i njihove nukleotidne sekvence su deponovane u bazu
podataka GenBank pod pristupnim brojeva (OQ607636-0Q607663). Prikazane su sekvence izmedu
amino-kiseline 67 i 120. Tacke oznacavaju amino-kiseline identicne onima u referentnoj sekvenci.

4.4.1 Ispitivanje povezanosti ak izmena proteina C HCV-a sa klini¢ko-patolo$kim
karakteristikama ispitanika, genotipom gena IL28B i metilacionim statusom gena
RASSF1A i p16INK4a

U daljim analizama nije pronadena asocijacija ak izmena proteina C na pozicijama 70, 75, 91 1
110 sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama ispitanika sa hroni¢nom infekcijom HCV genotipa 1b,
ukljucujuci starost, pol, stadijum fibroze jetre, kao ni sa genotipom gena IL28B. Medutim, uocen je
statisti¢ki trend ka ¢e$¢oj pojavi genotipa CC gena IL28B sa prisustvom ak izmene na poziciji 91
(53,3%, p=0,055, Tabela 4.6). Takode, uocena je asocijacija ak izmena proteina C i metilacionog
statusa gena RASSF1A i pl6INK4a. Znacajno je da su svi pacijenti sa izmenom R70Q imali
nemetilovani gen RASSF1A, dok je u grupi ispitanika bez ak izmene R70Q, njih 66,7% (2/3) imalo
metilovani gen RASSF1A (p=0,046, Fiserov test tacne verovatnoce).
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Tabela 4.6. Povezanost ak izmena proteina C HCV-a sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama

ispitanika, metilacionim statusom gena RASSF1A i p16INK4a, genotipom gena IL28B i
odgovorom na terapiju kod pacijenata sa hroni¢nom infekcijom HCV genotipa 1b

Klini¢ko-patoloske

Ak izmena proteina C virusa na

Ak izmena proteina C virusa na

karakteristike poziciji 70 p poziciji 75 o]
ispitanika + = + =
Starost (Godine) 45,667+12,985  40,941+12,060 0,331 42,308+14,291 43,375+11,194 0,828
Pol
Muski 5/16 (31,25%) 11/16 (68,75%) 0.396 7/16 (43,75%) 9/16 (56,25%) 0.806
Zenski 7/13 (53,75%) 6/13 (46,15%) ' 6/13 (46,15%) 7/13 (53,75%) '
Stadijum fibroze *
FO-F2 3/11 (27,3%) 8/11 (72,7%) 0273 3/11 (27,3%) 8/11 (72,7%) 0249
F3-F4 9/18 (50%) 9/18 (50%) ' 10/18 (55,6%) 8/18 (44,4%) '
Metilacioni status
gena RASSF1A 1
Metilovani 2/10 (18,7%) 8/10 (81,3%) 0.230 2/10 (20%) 8/10 (80%) 0.124
Nemetilovani 8/17 (33,3%) 9/17 (63,7%) ' 9/17 (52,9%) 8/17 (47,1%) '
Metilacioni status
gena p16INK4a 1
Metilovani 2/7 (18,7%) 5/7 (81,3%) 0678 1/7 (14,3%) 6/7 (85,7%) 0.183
Nemetilovani 8/20 (33,3%) 12/20 (63,7%) ' 10/20 (50%) 10/20 (50%) '
Genotip gena 1L28B $
CC 5/15 (33,3%) 10/15 (66,7%) 0.477 6/15 (40%) 9/15(60%) 0.724
CTT 7/13 (53,8%) 6/13 (46,2%) ' 7/13 (53,8%) 6/13 (46,2%) '
Odgovor na terapiju
Bez virusoloskog 8/18 (44,4%)  10/18 (55,6%) 10/18 (55,6%)  8/18 (44,4%)
odgovora (BO) - 0,717 0,249
iéztg\'gr; ‘(’g\L}Sg)“’Skl 4111(36.4%) /11 (63,6%) 3/11(27,3%) 8/11 (72,7%)

Ak izmena proteina C virusa na Ak izmena proteina C virusa na

poziciji 91 p poziciji 110 p

+ - + -
Starost (Godine) 39,700+12,815  44,579+12,258 0,336  39,500+13,026 43,440+12,544 0,603
Pol
Muski 8/16 (50%) 8/16 (50%) 0.114 4/16 (25%) 12/16 (75%) 0.107
Zenski 2/13 (15,4%) 11/13 (84,6%) ' 0/13 (0%) 13/13 (100%) '
Stadijum fibroze *
FO - F2 4/11 (36,4%) 7/11 (63,6%) 1000 OA1(0%) 11/11 (100%) 0.268
F3-F4 6/18 (33,3%) 12/18 (66,7%) ' 4/18 (22,2%) 14/18 (77,8%) '
Metilacioni status
gena RASSF1A T
Metilovani 2/10 (20%) 8/10 (80%) 0.219 1/10 (10%) 9/10 (90%) 1,000
Nemetilovani 9/17 (52,9%) 8/17 (47,7%) : 2/17 (11,8%) 15/17 (88,2%) :
Metilacioni status
gena p16INK4a "
Metilovani 1/7 (14,3%) 6/7 (85,7%) 0363 M7(143%) 6/7 (85,7%) 1.000
Nemetilovani 10/20 (50%) 10/20 (50%) ' 2/20 (10%) 18/20 (80%) '
Genotip gena 1L28B $
cc 8/15 (53,3%) 7/15 (46,7%) 0055 315 (20%) 12/15(80%) 0.600
CT/TT 2/13 (15,4%) 11/13 (84,6%) : 1/13 (7,7%) 12/13 (92,3%) :
Odgovor na terapiju
Bez virusoloSkog 4118 (222%)  14/18 (77,8%) 1/18 (5,6%) 17/18 (94,4%)
odgovora (BO) 0.114 0.139
Stabilan virusoloski 6/11(54,5%) 5/11 (45,5%) 3/11 (27,3%) 8/11 (72,7%)

odgovor (SVO)

+ Prisustvo ak izmene na odredenoj poziciji; - Odsustvo ak izmene na odredenoj poziciji; ¥ Podaci izrazeni kao srednja
vrednost + SD; * Stadijum fibroze izrazen METAVIR skorom (fibroza 0-2 i 3-4); T Analiza nije uspela kod dva
ispitanika; S Analiza nije uspela kod jednog ispitanika. KorisCeni statisti¢ki testovi bili su Studentov t-test, Pearsonov y?
test i FiSerov test tacne verovatnoce.
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4.4.2 Ispitivanje povezanosti ak izmena proteina C HCV-a sa odgovorom na PEG-
IFN/RBYV terapiju

U naSoj grupi ispitanika, SVO je bio povezan samo sa prisustvom genotipa CC gena 1L28B
(p=0,005, Fiserov test tatne verovatnoce). Nije uocena asocijacija pojedina¢nih ak izmena proteina
C HCV-a i odgovora na terapiju. Pra¢enjem polimorfizma rs12979860 gena IL28B i metilacionog
statusa gena RASSF1A i p16INK4a, uocili smo da kod HCV izolata koji su imali ak izmenu na
poziciji 70 proteina C, nije postojala razlika u odgovoru na terapiju u zavisnosti od genotipa gena
IL28B i metilacionog statusa gena RASSF1A i p16INK4a. Cak 85,7% ispitanika sa ak izmenom na
poziciji 70 proteina C i genotipovima CT/TT gena IL28B (ak70"/CT/TT) nije odgovorilo na terapiju
(BO), u poredenju sa 52,4% ispitanika koji nisu imali kombinaciju ak70"/CT/TT i takode nisu
odgovorili na terapiju (p=0,191, slika 4.7A). Pored toga, kod svih ispitanika (100%) u grupi
ak70"/CT/TT bio je prisutan nemetilovani gen RASSF1A, dok je kod 50% svih ostalih ispitanika
detektovan nemetilovani gen RASSF1A (p=0,053, slika 4.7B).

p=0,191

A 90.00% 85 7%

80.00% +—

70.00% +——

60.00% —
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30.00% +——

20.00% +—— 14.3%
e Ol
0.00% -

AK70°/1L28B CT/TT Ostale grupe f

B 120.00% p=0,053
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60.00% RASSF1Am
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20.00%

0.00% | ;
AK70°/1L28B CT/TT Ostale grupe

Slika 4.7. Analiza povezanosti istovremenih ak izmena na poziciji 70 proteina C HCV-a i
genotipa gena IL28B sa ishodom terapije i metilacionim statusom gena RASSF1A. A — Uticaj ak
izmena na poziciji 70 proteina C i genotipa gena IL28B na odgovor na terapiju. 1 Ostale grupe:
ak70/CT/TT, ak70"/CC, ak707/CC; ak70*, prisutna je ak izmena na poziciji 70; ak70", nije prisutna
ak izmena na poziciji 70; SVO, stabilan virusoloski odgovor; BO, bez virusoloskog odgovora.
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B — Distribucija metilacionog statusa gena RASSF1A kod pacijenata sa razlicitim ak 70 statusom i
genotipom gena IL28B. 1 Ostale grupe: ak70’/CT/TT, ak70*/CC, ak707/CC; ak70", prisutna je ak
izmena na poziciji 70; ak707, nije prisutna ak izmena na poziciji 70; m, metilovan; n, nemetilovan.

Sa druge strane, nijedan izolat sa ak izmenom na poziciji 75 proteina C i genotipovima CT/TT
gena IL28B nije odgovorio na terapiju, Sto je bilo statisticki znacajno u poredenju sa svim ostalim
ispitanicima (47,6%) koji nisu nosili ak75*/CT/TT kombinaciju (p=0,023, Slika 4.8A). Stavise, svi
ispitanici sa ak izmenom na poziciji 75 proteina C i genotipovima CT/TT gena IL28B imali su
nemetilovani gen RASSF1A, u poredenju sa 50% svih ostalih ispitanika (p=0,053, slika 4.8B).
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Slika 4.8. Analiza povezanosti istovremenih ak izmena na poziciji 75 proteina C HCV-a i
genotipa gena IL28B sa ishodom terapije i metilacionim statusom gena RASSF1A. A — Uticaj ak
izmena na poziciji 75 proteina C i genotipa gena IL28B na odgovor na terapiju. 1 Ostale grupe:
ak75/CT/TT, ak75"/CC, ak75/CC; ak75", prisutna je ak izmena na poziciji 75; ak75", nije prisutna
ak izmena na poziciji 75; SVO, stabilan virusoloski odgovor; BO, bez virusoloskog odgovora. B —
Distribucija metilacionog statusa gena RASSFIA kod pacijenata sa razlicitim ak 75 statusom i
genotipom gena IL28B. 1 Ostale grupe: ak75 ICT/TT, ak75%/CC, ak757/CC; ak75", prisutna je ak
izmena na poziciji 75; ak75", nije prisutna ak izmena na poziciji 75; m, metilovan; n, nemetilovan.
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U podgrupi ispitanika sa ak izmenom na poziciji 91 proteina C i genotipom CC gena 1L28B
(ak91*/CC), SVO je postignut kod 75%, u poredenju sa samo 25% svih ostalih ispitanika (p=0,030,
Slika 4.9A). lako nije bio statisticki znaCajan rezultat, metilovani gen RASSF1A je ucestaliji u
podgrupi pacijenata sa ak91*/CC (71,4% vs. 26,3%, p=0,069, slika 4.9B).
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Slika 4.9. Analiza povezanosti istovremenih ak izmena na poziciji 91 proteina C HCV-a i
genotipa gena IL28B sa ishodom terapije i metilacionim statusom gena RASSF1A. A — Uticaj ak
izmena na poziciji 91 proteina C i genotipa gena IL28B na odgovor na terapiju. 1 Ostale grupe:
ak91 /CT/TT, ak91™/CT/TT, ak91/CC; ak91*, prisutna je ak izmena na poziciji 91; ak91", nije
prisutna ak izmena na poziciji 91; SVO, stabilan virusoloski odgovor, BO, bez virusoloskog
odgovora. B — Distribucija metilacionog statusa gena RASSFI1A4 kod pacijenata sa razlicitim ak 91
statusom i genotipom gena IL28B. f Ostale grupe: ak91ICT/TT, ak91*/CT/TT, ak91/CC; ak91™,
prisutna je ak izmena na poziciji 91; ak91", nije prisutna ak izmena na poziciji 91; m, metilovan; n,

nemetilovan.

U nas$oj grupi ispitanika nije ustanovljena asocijacija izmedu ak izmene na poziciji 110 proteina
C i odgovora na terapiju, genotipa gena IL28B i metilacionog statusa gena p16INK4a (Slika 4.10).

45



A 80.00%

p=1,000

70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

B 90.00%

p16INK4am
pl16INK4an

AK70%/1L28B CT/TT Ostale grupe f
p=1,000

80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%

30.00%

20.00% -

10.00%

0.00%

C 120.00%

100.00%

80.00%

60.00%

40.00%

20.00%

0.00%

83.3%

p16INK4am
p16INK4an

AK75"/1L28B CT/TT Ostale grupe i
p=0,134

100%

p16INK4am

p16INK4an

AK91%/1L28B CC Ostale grupe¥

Slika 4.10. Analiza povezanosti ak izmena na poziciji 70, 75 i 91 proteina C HCV-a sa
metilacionim statusom gena p16INK4a. A — Distribucija metilacionog statusa gena p16INK4a kod
pacijenata sa razlicitim ak 70 statusom i genotipom gena IL28B. 1 Ostale grupe: ak707/CT/TT,
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ak70"/CC, ak70/CC; ak70", prisutna je ak izmena na poziciji 70; ak70", nije prisutna ak izmena na
poziciji 70; m, metilovan; n, nemetilovan. B — Distribucija metilacionog statusa gena pl6INK4a
kod pacijenata sa razlicitim ak 75 statusom i genotipom gena IL28B. } Ostale grupe: ak75 ICTITT,
ak75"/CC, ak75/CC; ak75", prisutna je ak izmena na poziciji 75; ak75", nije prisutna ak izmena na
poziciji 75; m, metilovan; n, nemetilovan. C — Distribucija metilacionog statusa gena pl6INK4a
kod pacijenata sa razlicitim ak 91 statusom i genotipom gena IL28B. ¥ Ostale grupe: ak91/CT/TT,
ak91*/CT/TT, ak91/CC; ak91™, prisutna je ak izmena na poziciji 91; ak91", nije prisutna ak izmena
na poziciji 91; m, metilovan; n, nemetilovan.
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5. DISKUSIJA

Hroni¢na infekcija virusom hepatitisa tipa C predstavlja znacajan svetski zdravstveni problem, koji
Cesto vodi ka progresivnoj fibrozi i cirozi jetre, a kod odredenog broja pacijenata i do nastanka
HCK (World Health Organization, 2024). Rizik za nastanak HCK je najvec¢i kod obolelih
inficiranin HCV-om genotipa 1b, koji je ujedno i najzastupljeniji genotip virusa u Srbiji, kao i u
zemljama zapadne Evrope i SAD (Simonovi¢-Babi¢ i sar., 2019; World Health Organization, 2024).
Prevencija komplikacija hroni¢ne infekcije zasniva se na postizanju SVO nakon primene
antivirusne terapije, kao i na ranoj detekciji odgovaraju¢ih biomarkera kod osoba koje su pod
rizikom (World Health Organization, 2024). Dok se nekoliko metoda Siroko koriste za procenu
steatoze i fibroze jetre, ove tehnike nemaju osetljivost i specificnost za dijagnostikovanje rane faze
fibroze 1 upale jetre. PredloZeno je nekoliko neinvazivnih metoda za odredivanje stadijuma fibroze 1
predvidanje ciroze, medutim, ostaje neispunjena potreba za uspostavljanjem prediktivnih markera
razvoja HCK kod pacijenata sa hroni¢cnom infekcijom HCV-om (El-Bendary i sar., 2018; EI-
Bendary i sar., 2019). Kod ovih pacijenata, razli¢ite karakteristike domacina i virusa mogu uticati
na odgovor na terapiju i progresiju bolesti jetre (N Zekri i sar., 2014; Syyam i sar., 2023).
Uobicajena klini¢ka praksa ranog otkrivanje HCK su metode skrininga, ali njihova efikasnost ostaje
kontroverzna (Zhang i sar., 2007). Na osnovu svega navedenog, cilj ove disertacije je bio da se
ispita potencijalna povezanost epigenetickih faktora, kao $to je metilacioni status gena RASSF1A i
pl6INK4a, zatim geneti¢kih faktora domacina, kao $to je polimorfizam rs12979860 gena IL28B i
amino-kiselinskih izmena proteina C HCV-a genotipa 1b sa odgovorom na terapiju PEG-IFN/RBV
i progresijom bolesti.

Brojne studije su pokazale da je jedan od najznacajnijih prediktora za postizanje SVO nakon
terapije PEG-IFN/RBV genotip CC gena IL28B (Sugiyama i sar., 2011, Jovanovic-Cupic i sar.,
2019), §to se pokazalo i u nasoj grupi ispitanika. 73,1% ispitanika sa ovim genotipom je postiglo
SVO u odnosu na 4,8%, tj. samo jednog ispitanika sa genotipovima CT/TT koji je postigao SVO. U
nasoj studiji, najucestaliji genotip gena IL28B je bio genotip CC (55% ispitanika), Sto je u
saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima na populaciji evropskog porekla (Shi i sar., 2012; Provazzi
i sar., 2019). Osim toga, ispitanici sa genotipom CC gena IL28B su bili znacajno mladi od onih sa
genotipovima CT/TT, $to je u skladu sa prethodnim rezultatima naSe grupe ispitanika (Jovanovic-
Cupic i sar., 2019), medutim, druge studije nisu pokazale ovu povezanost (Kitson i sar., 2014;
Taheri i sar., 2015; Fedorchenko i sar., 2019).

Prethodna istrazivanja su pokazala da infekcija HCV-om igra vaznu ulogu u pokretanju procesa
metilacije promotora gena koji su ukljuceni u progresiju bolesti jetre, nastanak HCK i odgovor na
antivirusnu terapiju (N Zekri i sar., 2014; Zekri i sar., 2014). Kako se promene metilacije DNK
javljaju u ranoj fazi infekcije HCV-om i postepeno se akumuliraju tokom progresije bolesti jetre,
one takode mogu predvideti rizik od nastanka HCK. Takode, nedavna istraZivanja su pokazala da
postizanje SVO ne eliminiSe rizik od pojave HCK i da epigeneticke promene indukovane HCV-om
mogu da opstanu ¢ak i nakon tretmana antivirusnom terapijom i eliminacije virusa (Hamdane i sar.,
2019; Rinaldi i sar., 2020; Domovitz i Gal-Tanamy, 2021). Tumor suprsorski geni RASSF1A i
pl6INK4a su Cesto metilovani u razli¢itim stadijumima fibroze, ciroze 1 HCK, ali ne i u zdravoj jetri
(Rocco i Sidransky, 2001; Kaneto i sar., 2001; Zang i sar., 2011; Mohamed i sar., 2012; N Zekri i
sar., 2014; El-Sabakawy i sar., 2015; Zhang i sar., 2016b; Araujo i sar., 2016; Dubois i sar., 2019;
Mostafa i sar., 2020; Peng i sar., 2020; El-shaarawy i sar., 2022; Nomeir i sar., 2022). lako je
metilacija ova dva gena ispitivana u razli¢itim stadijumima bolesti jetre, njen klinicki znacaj nije u
potpunosti razjasnjen. Stoga smo analizirali njihov metilacioni status u grupi pacijenata sa
hroni¢nim hepatitisom C genotipa 1b i mogucu vezu sa karakteristikama domacina i virusa, kao i
odgovorom na terapiju PEG-IFN/RBV.

Aberantna metilacija gena RASSF1A i pl6INK4a detektovana je u 32,6% i 28,6% slucajeva,
respektivno. ZabeleZene ucestalosti metilacije su u saglasnosti sa onima prijavljenim u prethodnim
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studijama, koji se krecu od 16,2% do 68,4% za gen RASSF1A (Mohamed i sar., 2012; El-Sabakawy
I sar., 2015; Mostafa i sar., 2020) i od 23,5% do 62% za gen pl6INK4a (Kaneto i sar., 2001,
Mostafa i sar., 2020), u zavisnosti od stadijuma bolesti. Postojeci literaturni podaci ukazuju na to da
se metilacija gena RASSF1A i pl6INK4a postepeno povecava sa progresijom bolesti, dostizuéi
najvisi stepen u HCK (N Zekri i sar., 2014; EIl-Sabakawy i sar., 2015; Zhang i sar., 2016b; Araujo i
sar., 2016; Dubois i sar., 2019; Mostafa i sar., 2020; Peng i sar., 2020; El-shaarawy i sar., 2022;
Nomeir i sar., 2022). Hroni¢na infekcija HCV-om moze delovati kao mocan epi-mutagen Koji
indukuje metilaciju i ubrzava sam proces metilacije tokom hepatokarcinogeneze, tako Sto povecava
nivo ekspresije enzima DNMTI1, DNMT3A i DNMT3B i reguliSe aktivnost enzima histon
metiltransferaze SMID3 (Guo i sar., 2011; N Zekri i sar., 2014; Jang, 2020). Metilacija gena
RASSF1A, dovodi do njegovog transkripcionog utiSavanja, uti¢uc¢i na njegovu tumor supresorsku
funkciju, Sto potencijalno dovodi do formiranja tumora (Wang i sar., 2011). Tako, metilacija gena
RASSF1A moze biti ukljuéena u nastanak HCK, jer inaktivacija ovog gena omogucéava oStecenim
hepatocitima progresiju ¢elijskog ciklusa, inhibiranjem ciklina D1 i izbegavanjem zaustavljanja
¢elije u G1 fazi Celijskog ciklusa (Um 1 sar., 2011; Garcia-Gutiérrez 1 sar., 2020). Takode,
inaktivacija RASSF1A sprecava pokretanje procesa apoptoze, onemogucavajuéi aktivaciju proteina
MOAP-1 i kinaza MST1/2, i dovodi do nastanka metastaza tako S§to omogucava izostanak
degradacije proteina RhoA (Matallanas i sar., 2007; Garcia-Gutiérrez i sar., 2020). Aberantna
metilacija i inaktivacija gena pl6INK4a dovodi do prekomerne proliferacije celija, ubrzanog
celijskog ciklusa i prevremenog ulaska u S fazu celijske deobe, pre potpune popravke ostecenja na
molekuku DNK, S§to rezultira tumorogenezom (Qu 1 sar., 2015). Sve navedeno ukazuje da
hipermetilacija gena RASSF1A i p16INK4a moze da bude znacajan dogadaj prilikom nastanka i
progresije HCK.

U naSoj studiji, metilacioni status gena RASSF1A i pl6INK4a nije bio povezan sa
karakteristikama domacina, kao $to su fibroza, starost i pol pacijenata. Mostafa i sar. (2020) su
pokazali da je metilacija gena RASSF1A i p16INK4a povezana sa blagom fibrozom, dok je u drugoj
studiji takva povezanost primecena samo za metilaciju promotora gena RASSF1A (N Zekri i sar.,
2014). Neslaganja u na$im i rezulatima ove dve grupe autora mogu Se pripisati malom broju
uzoraka u naSoj studiji i razli¢itim analiziranim genotipovima HCV-a, posSto su obe istrazivacke
grupe analizirale genotip 4. Asocijacija metilacionog statusa ispitivanih gena i starosti ispitanika
nije detektovanma u naSoj studiji Sto je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjem koje su sproveli
El-shaarawy i sar. (2022). Medutim, prethodne studije su ustanovile da je metilacija gena RASSF1A
i p16INK4a bila ¢esca kod starijih pacijenata sa HCK (Li i sar., 2012; Pasha i sar., 2019). Kako u
nasu studiju nisu bili ukljuceni pacijenti sa HCK, razlike u dobijenim rezultatima bi se delom mogle
objasniti time §to je metilacija gena ispitivana u razli¢itim stadijumima bolesti. Kako je pokazano
da je incidencija nastanka HCK veca kod starijih pacijenata (Shaker i sar., 2013; El-shaarawy i sar.,
2022), kao i da ucestalost metilacije gena RASSF1A i pl6INK4a raste sa progresijom bolesti (El-
Sabakawy i sar., 2015; Zhang i sar., 2016b; Mostafa i sar., 2020; El-shaarawy i sar., 2022; Nomeir i
sar., 2022), ne iznenaduje da je grupa koja je ispitivala metilaciju ovih gena kod pacijenata sa HCK
ustanovila da je metilacija povezana sa starijom dobi. Bilo bi korisno ispitati metilacioni status ovih
gena kod pacijenata sa HCK u srpskoj populaciji, kako bi se ustanovila razlika u metilaciji u
razli¢itim fazama bolesti na nivou Srbije, §to bi doprinelo potencijalnoj primeni metilacionog
statusa ovih gena kao prognostickih i dijagnosti¢kih markera bolesti jetre.

Rezultati nase studije su pokazali da je metilacija gena RASSF1A bila znacajno ¢esca kod
pacijenata sa genotipom CC gena 1L28B, nego kod pacijenata sa druga dva genotipa. Koliko nam je
poznato, prvi smo analizirali vezu izmedu SNP rs12979860 i metilacionog statusa gena RASSF1A i
pl6INK4a. U svom istrazivanju Hou i sar. (2014) su analizirali SNP gena IL28B i ekspresiju gena
RASSF1A, medutim nisu utvrdili njihovu asocijaciju. Podaci iz literature sugeriSu da bi RASSF1A i
IL28B mogli biti delimi¢no povezani preko regulacije ekspresije gena za interleukin-6 (IL-6). IL-6
je multifunkcionalni citokin ukljuen u regulaciju Sirokog spektra aktivnosti, ukljucujuci
inflamaciju, hematopoezu i karcinogenezu (Taga i Kishimoto, 1997). Povecana ekspresija IL-6
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povezana je sa nepovoljnim klini¢kim ishodima kod pacijenata sa HCV i takode je implicirana u
progresiji razli¢itih tipova tumora, ukljuc¢ujuci HCK (Nishikawa i sar., 2017; Lu i sar., 2018).
Pokazano je da pacijenti sa hroni¢nim hepatitisom C koji su nosioci genotipa CC gena IL28B imaju
znacajno povecanu koncentraciju IL-6 (Pavon-Castillero i sar., 2013), kao i da RASSF1A indukuje
ekspresiju IL-6 u A375 celijama melanoma (Yi i sar., 2018). Sa druge strane, IL-6 moZe regulisati
ekspresiju odredenih gena kao $to su geni RASSF1A i p16INK4a putem miRNK-zavisne regulacije
DNMT1. Prekomerna ekspresija IL-6 u celijama holangiokarcinoma povezana je sa povecanom
ekspresijom DNMT1, kao i sa smanjenom ekspresijom tumor supresorskih gena kao $to su
RASSF1A i pl6INK4a (Braconi i sar., 2010). Ekspresija DNMT1 se povecava ukoliko odredene
mMIiRNK, kao §to su miR-148 i miR-152, prestanu da se ekspremiraju ili se smanjeno eksprimiraju.
IL-6 je jedan od proteina ¢ija povecana koncentracija smanjuje ekspresiju ovin miRNK (Braconi i
sar., 2010). Dakle, mozemo spekulisati da bi odsustvo ili smanjena ekspresija RASSF1A zbog
metilacije njegovog promotora takode mogla dovesti do smanjene ekspresije IL-6. Sa druge strane
smanjena ekspresija IL-6 bi mogla da dovede do smanjenja ekspresije DNMTL1 i posledicno do
povecane ekspresije RASSF1A. Medutim, ove pretpostavke treba proveriti imajuéi u vidu da je veza
izmedu RASSF1A iIL-6 kompleksna. Rezultati koje smo dobili u ovoj studiji su pokazali da je kod
pacijenata sa uznapredovalom fibrozom koji su bili nosioci genotipova CT/TT gena IL28B,
RASSF1A bio iskljué¢ivo nemetilovan, dok je distribucija metilacije RASSF1A medu pacijentima sa
genotipom CC IL28B bila sli¢na, bez obzira na stadijum fibroze. Ovaj rezultat podrzava nasu
hipotezu da bi mogla postojati povezanost izmedu genotipa IL28B i metilacije RASSF1A. Medutim,
potrebna su dodatna istrazivanja na vecem broju uzoraka da bi se to i potvrdilo.

U nasoj studiji je utvrdena asocijacija metilacije gena RASSF1A sa koncentracijom RNK HCV-a
vecom od 400 000 IU/mL. Za sada ne postoje druga istrazivanja koja su ustanovila ovu povezanost,
stoga je potrebno dodatno potvrditi naSe rezultate. U pocetnim istrazivanjima, koncentracija od 800
000 IU/mL predstavljala je granicu izmedu niske i visoke koncentracije RNK HCV-a (Pawlotsky,
2000). Medutim, kasnija istrazivanja su utvrdila da je pocetna koncentracija RNK HCV-a od 400
000 IU/mL grani¢na tacka izmedu niske i1 visoke viremije kod genotipa 1b, koja je takode povezana
sa odgovorom na terapiju (Fried i Hadziyannis, 2004; Berg i sar., 2006). Prethodno je ustanovljeno
da pacijenti sa manjom koncentracijom RNK HCV-a ¢es¢e postizu SVO, medutim u naSoj grupi
ispitanika nije uo¢ena veza izmedu koncentracije RNK HCV-a i odgovora na terapiju, a jedan od
mogucih razloga je mali broj ispitanika (Manns i sar., 2006). Moguce je da je veca koncentracija
RNK HCV-a dovela do povecane metilacije preko naruSene regulacije masinerije za metilaciju 1
indirektno, preko proliferativnih stimulusa povezanih sa upalom (El-Sabakawy i sar., 2015).

Metilacioni status gena RASSF1A, kao ni p16INK4a nije bio povezan sa odgovorom na terapiju
PEG-IFN/RBV u nasoj studiji, dok su Mostafa i sar. (2020) u svojim istrazivanjima na genotipu 4,
uocili asocijaciju metilacije istih gena sa izostankom odgovora na kombinovanu terapiju. Razlozi
neslaganja dobijenih rezultata mogu biti mala veli¢ina uzorka u nasoj studiji, ali i razlika u
analiziranim genotipovima virusa hepatitisa C. Prema naSim saznanjima, ne postoje druga
istrazivanja metilacionog statusa gena RASSF1A i p16INK4a kod genotipa 1b.

U daljim analizama, kada smo uporedili grupe ispitanika sa oba metilovana i oba nemetilovana
gena, primetili smo da su svi ispitanici kod kojih nije doslo do odgovora na terapiju imali
nemetilovane promotore i RASSF1A i pl6INK4a gena (15/15), dok su sva tri ispitanika (3/3) sa
metilovanim promotorima oba ispitivana gena postigli SVO. Potrebno je istrazivanje veceg broja
ispitanika kako bi se utvrdilo da li istovremena analiza metilacionog statusa gena RASSF1A i
pl6INK4a moze da predvidi odgovor na kombinovanu antivirusnu terapiju. Kada je u analizu
ukljuéen 1 polimorfizam rs12979860 gena IL28B, pokazano je da su istovremena metilacija ili
RASSF1A ili p16INK4a i prisustvo genotipa CC gena IL28B bili povezani sa SVO. Medutim, samo
je rezultat za RASSF1A ostao znacajan nakon primene korekcije za visestruka poredenja. Stoga,
ulogu p16INK4a treba dalje ispitati na vecem broju uzoraka. Prediktivna uloga metilacionog profila
DNK specifi¢nih gena kod pacijenata sa hroni¢cnom infekcijom nije dovoljno proucavana, za sada
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samo u nekoliko studija (N Zekri i sar., 2014; Zekri i sar., 2014; Huang i sar., 2018; Mostafa i sar.,
2020). Postojeci literaturni podaci sugeriSu da je metilacija gena RASSF1A i pl6INK4a znacajno
povezana sa BO grupom pacijenata (N Zekri i sar., 2014; Mostafa i sar., 2020). Ovo neslaganje
rezultata moglo bi se delimi¢no objasniti ¢injenicom da su obe grupe autora ispitivale pacijente sa
HCV genotipom 4, a poznato je da genotip virusa moze uticati na odgovor na antivirusnu terapiju
(Webster i sar., 2000; Keikha i sar., 2020). Pored toga, pokazane su geografske varijacije u obrascu
metilacije viSe gena uklju¢enih u HCK, Sto takode treba uzeti u obzir (Shen i sar., 2002).

U ovoj studiji metilacija gena RASSF1A i p16INK4a je analizirana iz cirkuliSsu¢e DNK, izolovane
iz plazme obolelih, tzv, ,tecne biopsije“. Izmenjeni metilacioni obrasci DNK prisutni u tkivu jetre
mogu da se detektuju i u krvi obolelih, u cirkuliSu¢oj DNK i to na stupnju prekancerogenih
promena (N Zekri i sar., 2014). Biopsija jetre ostaje zlatni standard za dijagnozu razli¢itih hroni¢nih
oboljenja jetre, kao i za odredivanje teZzine oSteCenja jetre, upale i stadijuma fibroze. Medutim,
biopsija jetre je invazivna i podlozna je greSkama prilikom uzorkovanja (Shabangu i sar., 2020).
StaviSe, uprkos intenzivnim istrazivanjima, trenutno dostupni neinvazivni testovi krvi nisu dovoljno
osetljivi ili specifi¢ni i stoga imaju ograni¢enu upotrebu. Razli¢iti modaliteti snimanja, ukljucujuci
MRI i elastografiju zasnovanu na ultrazvuku, koriste se za procenu steatoze i fibroze jetre, medutim
postoji potreba za poboljSanjem dijagnosticke tacnosti, posebno u ranim fazama fibroze (Horowitz i
sar., 2017). Takode, siroko kori§¢eni biomarker za skrining HCK, poviSeni nivo alfa-fetoproteina
(AFP), je biomarker ograni¢ene specificosti i osetljivosti, jer njegov nivo moze biti poviSen ne samo
kod pacijenata sa HCK, ve¢ 1 kod pacijenata sa upalom i cirozom jetre. Biomarkeri koji bi mogli da
nadomeste ove nedostatke pruzili bi znacajan napredak u dijagnozi i pracenju progresije bolesti u
klinickim uslovima. Te¢na biopsija kao manje invazivna alternativa biopsiji tkiva ima potencijal da
nadomesti nezadovoljene klinicke potrebe, ukljucujuci osetljivost, specificnost, odredivanje
prognoze i predvidanje odgovora na terapiju (Fu i sar., 2023).

Metilacija DNK bi potencijalno mogla da se koristi za otkrivanje tumora, skrining ili pracenje
bolesti. Nekoliko studija je pokazalo da se promene metilacije mogu otkriti u tkivu, na nivou
genomske DNK, kao i u krvi, na nivou cirkuliSu¢e DNK (Wong i sar., 1999; Fiegl i sar., 2005;
Zekri i sar., 2014). Posto se genomska DNK moze izolovati iz cirkuliSucih tumorskih celija,
razvijeni su dijagnosticki testovi koji otkrivaju njene aberantne metilacione obrasce (Locke 1 sar.,
2019). U slucaju metilacije gena RASSF1A, ona je implementirana u dijagnosticki test ConfirmMDk
koji otkriva povecanu metilaciju gena GSTP1, RASSF1A i APC u tkivu tumora prostate (Mikeska i
Craig, 2014). Hipermetilacija gena RASSF1A u cirkuliSsu¢oj DNK pacijenata sa HCK pokazala je
visoku specifi¢nost u diskriminaciji obolelih sa HCK od zdravih kontrola (Okajima i sar., 2017),
kao i izmedu obolelih sa HCK i onih sa hroni¢nim hepatitisom C (Mohamed i sar., 2012).
Integracija RASSF1A u metilacioni panel sa razli¢itim genima povecala je njihov dijagnosticki
potencijal za HCK (Huang i sar., 2011; Dong i sar., 2017; Okajima i sar., 2017). Zbog velike
heterogenosti tumora, obi¢na biopsija tkiva daje samo deo subpopulacije malignih celija, $to stvara
pogresnu sliku o pravom celijskom sastavu tumora. Nasuprot tome, svi tipovi tumorskih celija
doprinose ukupnom pulu cirkulisu¢e DNK, pruzajuci preciznije informacije o tumoru. Potencijalni
izazov u vezi sa cirkuliSuéom DNK mogli bi predstavljati retki podtipovi tumora i tumori u ranoj
fazi nastanka, u kojima koncentracija cirkuliSu¢e DNK moze biti preniska za detekciju
dijagnostickim testom. Takode, postoji mogucnost da je gen RASSF1A metilovan u genomskoj
DNK jetre, ali ne i u cirkuliSu¢oj DNK. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da se metilacija u
cirkulisu¢oj DNK mozZe detektovati nakon nekroze malignih celija. Nasuprot tome, metilacija
genomske DNK se moze detektovati kada je maligna celija jo§ ziva. Dakle, nemoguénost detekcije
metilacije gena RASSF1A u cirkuliSu¢oj DNK ne isklju¢uje mogucnost prisustva tumora (Raos i
sar., 2021). Procena nivoa ekspresije metilovanog gena pl6INK4a u serumu, kao potencijalnog
neinvazivnog biomarkera za dijagnozu HCK, moZe biti ogranic¢ena na sluc¢ajeve koji imaju normalni
nivo AFP-a, posebno kod pacijenata sa cirozom kod kojih su biopsija jetre i/ili radiolosko snimanje
kontraindikovani (Elsewify i sar., 2020). Uprkos svim ovim izazovima, razvijeni su i integrisani u
klinicku praksu razli¢iti testovi za otkrivanje aberantno metilovanih gena u cirkuliSu¢oj DNK kod
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obolelih od kolorektalnog karcinoma, ciroze, glioblastoma i tumora plu¢a (Locke i sar., 2019).
Jedno od ogranicenja nase studije je nemoguénost analize metilacionog statusa gena RASSF1A i
p1l6INK4a u tkivu jetre i njena korelacija sa analizom metilacionog statusa ovih gena u cirkulisucoj
DNK.

Danas se mnogo ulaze u razvoj razli¢itih epigenetickih terapijskih pristupa zbog reverzibilnosti
epigenetiCkih promena (Herath 1 sar., 2006). Epigeneticki lekovi dovode do ponovnog
eksprimiranja utiSanih gena, bilo demetilacijom metilovanih promotorskih regiona (demetilacioni
agensi) ili acetilacijom histona (Ganesan i sar., 2019). Nekoliko jedinjenja kao $to su 5-azacitidin
(Vidaza), 5-aza-dC (decitabin), MS-275 i valproi¢na kiselina je pretklini¢ki testirano i pokazalo
obecavajuce rezultate u HCK i drugim tumorima (Herceg i Paliwal, 2011). Zbog toga je izuzetno
vazno da se pacijenti sa visokim rizikom u razli¢itim stadijumima bolesti pazljivo prate, kako bi se
na vreme identifikovali oni sa povecanim rizikom od razvoja HCK. Ovo je klju¢no kako za rano
otkrivanje bolesti, tako 1 za istrazivanja potencijalnih epigenetickih terapijskih intervencija.

Prve studije o prisustvu specificnih polimorfizama u genomu HCV 1 njihovom uticaju na razvoj
HCK objavljene su pocetkom 2000-ih (Nagayama i sar., 2000; Takahashi i sar., 2001). Nakon toga
je pokazano da amino-kiselinske izmene unutar proteina C HCV-a, kod pacijenata sa hroniénom
infekcijom virusom hepatitisa C, imaju uticaj na odgovor na kombinovanu antivirusnu terapiju
PEG-IFN/RBV (El-Shamy i sar., 2012; Campos i sar., 2023). Protein C moze da inaktivira razli¢ite
gene u genomu domacina uti¢uéi na metilaciju njihovih promotora, sto dovodi do ostecenja jetre i
karcinogeneze (Lim i sar., 2012; Devi i sar., 2021; Wang i sar.,2022; Campos i sar., 2023). Dva
gena na Ciji metilacioni status utice protein C HCV-a su i tumor supresorski geni RASSF1A i
pl6INK4a (Guo i sar., 2011; Park i sar., 2011; Lim i sar., 2012). Zbog toga je jedan od ciljeva ove
doktorske disertacije bio istraziti mogucu povezanost najé¢escih amino-kiselinskih izmena u proteinu
C 1 odgovora na kombinovanu terapiju, kako pojedina¢nih, tako i u kombinaciji sa polimorfizmom
gena IL28B i metilacionim statusom gena RASSF1A i p16INK4a.

U naSem istrazivanju, amino-kiselinske izmene na poziciji 70 HCV proteina C su detektovane
kod 41,4% ispitanika, na poziciji 75 kod 44,8% ispitanika, na poziciji 91 kod 34,5% ispitanika, na
poziciji 110 kod 13,8% ispitanika, dok su kod 13 ispitanika detektovane dve ili viSe amino-
kiselinske izmene istovremeno, $to je u skladu sa rezultatima veéine prethodnih studija (Fukuhara i
sar., 2010; Tachi i sar., 2010; Miura i sar., 2013; Dehghani i sar., 2020; Khan i sar., 2022;). Razlog
postojanja razlika u rezultatima ucestalosti amino-kiselinskih izmena moze biti ispitivanje razli¢itog
genotipa HCV-a, kao u slucaju istrazivanja Khan i sar. (2022), koji su ispitivali genotip 3a ili
razlike u geografskom poreklu, kao u slucaju istrazivanja Dehghani i sar. (2020), u ¢ije ispitivanje
su bili ukljueni pacijenti iranskog porekla. Po ucestalosti razli¢itih tipova amino-kiselinskh
izmena, nejée$¢e smo detektovali izmenu R70Q (31%), a zatim izmene T75A (24%) i M91C
(24%), sto je u velikoj meri u skladu sa rezultatima prethodnih studija (Fukuhara i sar., 2010; Tachi
i sar., 2010; Alestig i sar., 2011; Miura i sar., 2013; Dehghani i sar., 2020; Khan i sar., 2022;
Campos i sar., 2023). U nasoj studiji najces¢a amino-kiselinska izmena u proteinu C na poziciji 70
je bila izmena R70Q (75%) §to je u skladu sa prethodnim istrazivanjima (Alestig i sar., 2011;
Dehghani i sar., 2020; Campos i sar., 2023). Izmena R70P je detektovana kod jednog ispitanika.
Ova izmena je prethodno detektovana samo kod argentinskih, Svedskih 1 brazilskih pacijenata
(Alestig i sar., 2011; Parra i sar., 2017; Campos i sar., 2023). Meta-analiza koju su sproveli Alestig i
sar. (2011) pokazala je da je ucestalost R70P bila 3% kod genotipa 3, i 13% kod genotipa 6.
Ucestalost ove varijacije je izuzetno niska, posebno za genotip 1. Najéesca amino-kiselinska izmena
u protein C na poziji 75 je bila izmena T75A (54%), koja je takode bila najceSc¢a 1 u japanskoj
populaciji (Miura i sar., 2013). U naSem istrazivanju naj¢e$¢a amino-kiselinska izmena na poziciji
91 je bila izmena M91C (70%). U istrazivanju Campos i sar. (2023), naj¢esc¢a amino-kiselinska
izmena na poziciji 91 za genotip 1b je bila L91M, a za genotip 1a C91M. Prisustvo cisteina na
poziciji 91 u proteinu C HCV-a genotipa la sugeriSe molekularni potpis jedinstven za ovaj

52



podgenotip, posto je samo jedna studija pokazala prisustvo izmene C91M u proteinu C HCV
genotipa la (Korba i sar., 2015).

U pogledu varijabilnosti sekvence regiona C HCV-a, nismo pronasli povezanost amino-
kiselinskih izmena u proteinu C virusa na pozicijama 70, 75, 91 i 110 i osnovnih klinicko-
patoloskih karakteristika ispitanika, kao $to su starost i pol, genotip gena IL28B i metilacioni status
gena RASSF1A i p16INK4a. Medutim, uocen je trend ka ¢escoj pojavi genotipa CC gena 1L28B kod
ispitanika sa prisustvom amino-kiselinske izmene na poziciji 91 u proteinu C (p=0,055), §to je u
skladu sa istrazivanjem koje su sproveli Sultana i sar. (2016) u kome su ustanovili povezanost
prisustva amino-kiselinske izmene na poziciji 91 i/ili poziciji 70 i genotipa CC gena IL28B.
Potrebno je izvrsiti analizu na veéem broju uzoraka, kako bi se potvrdio ovaj rezultat. Miura i sar.
(2012) su takode pokazali znacajnu povezanst polimorfizma rs8099917 IL28B i amino-Kkiselinske
izmene na poziciji 70 proteina C, Sto je potvrdilo postojanje kompleksne interakcije izmedu
domacdina i virusa u hroni¢noj infekciji HCV-om, iako molekularni mehanizmi njihove interakcije
ostaju nepoznati. U na$oj studiji u kojoj smo ispitivali SNP rs12979860 IL28B, nije pronadena
povezanost ovog polimorfizma i amino-Kkiselinskih izmena proteina C HCV-a.

Rezultati naseg istrazivanja nisu pokazali povezanost amino-kiselinskih izmena proteina C HCV-
a i metilacionog statusa gena RASSF1A i pl6INK4a. Epigeneticke promene u celijskim linijama
hilarnog holangiokarcinoma sugeriSu da protein C HCV-a povecava rizik od hilarnog
holangiokarcinoma promovisuci metilaciju promotora gena RASSF1A posredno, preko regulacije
histon metiltransferaze SMID3 (Guo i sar., 2011). S druge strane, trebalo bi ispitati da li protein C
na sli¢an nacin uti¢e na metilacioni status gena RASSF1A i kod HCK, ali i u razli¢itim stadijumima
fibroze i ciroze jetre. Pokazano je da protein C HCV-a indukuje hipermetilaciju gena p16INK4a u
humanim hepatocitima (Park i sar., 2011; Lim i sar., 2012). Stoga je tretman ¢elija sa eksprimiranim
genom C HCV-a, univerzalnim inhibitorom DNMT, 5-Aza-2’dC, efikasno reaktivirao ekspresiju
gena pl6INK4a, sto je dovelo do inhibicije proliferacije ¢elija (Park i sar., 2011). Cha i sar. (2021)
su pokazali da postoji i alternativni mehanizam, posredovan proteinom PA28y, kojim protein C
inaktivira protein pl16INK4a. Uticaj proteina C na p16INK4a se moze inhibirati kako 5-Aza-2°dC,
univerzalnim inhibitorom DNMT, tako i MG132, univerzalnim inhibitorom proteazoma.

Tokom istrazivanja nismo uo¢ili povezanost amino-Kiselinskih izmena na poziciji 70 u proteinu
C HCV-a i1 stadijuma fibroze jetre, Sto je u saglasnosti sa rezultatima nekih od prethodnih
istrazivanja (Fukuhara i sar., 2010; Campos i sar., 2023). Nasuprot tome, druge grupe istrazivaca su
pokazale vezu amino-kiselinske izmene R70Q/H sa progresijom bolesti, nastankom ciroze i HCK
(Nakamoto 1 sar., 2010; Miura 1 sar., 2012; Araujo 1 sar., 2014). Tako je istrazivanje Araujo i sar.
(2014) pokazalo da je u brazilskoj populaciji amino-kiselinska izmena R70Q znacéajno ¢esca kod
pacijenata sa cirozom 1 HCK nego kod ispitanika bez ciroze i HCK. Takode, Miura i sar. (2012) su
pokazali da su amino-kiselinske izmene na poziciji 70 proteina C povezane sa progresijom bolesti i
razvojem HCK kod pacijenata sa infekcijom HCV-om genotipa 1b. Amino-kiseline 70Q/H proteina
C su povezane sa progresijom bolesti i razvojem HCK, konkretno, amino-kiselinska izmena R70Q
je povezana sa progresivnom bolescu, a amino-kiselinska izmena Q70R je povezana sa stabilnom
bolescu (Nakamoto i sar., 2010; Kobayashi i sar., 2010; Miura i sar., 2012). Ako bi amino-kiseline
u proteinu C bile “fiksirane” tokom progresije bolesti, HCV sa amino-kiselinom 70Q mogao bi biti
,onkogeni“ virus, dok bi HCV sa amino-kiselinom 70R mogao biti ,,neonkogeni, a pocetna virusna
sekvenca bi mogla predvideti progresiju bolesti. Medutim, Miura i sar. (2012) su pokazali da je kod
odredenog broja pacijenata doslo do promene sekvenci proteina C tokom perioda posmatranja od
oko 10 godina. Medu ovim promenama, R70Q je bila ¢esca od Q70R. Ovi rezultati pokazuju da
amino-kiselina na poziciji 70 nije fiksirana, ve¢ da postoji mogucnost da dode do njene izmene
tokom bolesti Sto je u bliskoj vezi sa progresijom bolesti i razvojem HCK. Nazalost, zbog
nedostupnih uzoraka pacijenata sa cirozom i HCK, nije bilo moguée utvrditi razliku u ucestalosti
ove izmene u srpskoj populaciji kod pacijenata sa i bez ciroze i HCK. Mogu¢i razlog neslaganja
dobijenih rezultata moze biti mali broj uzoraka u nasoj studiji, razliCite ispitivane populacije kao i
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razli¢it genotip virusa. Takode, nismo uocili povezanost amino-kiselinskih izmena na poziciji 75 i
stadijuma fibroze jetre, $to je u skladu sa istrazivanjem Fukuhara i sar. (2010). Uticaj ove amino-
kiselinske izmene na progresiju bolesti jo§ uvek nije dovoljno ispitan (Tachi i sar., 2010; Miura i
sar., 2013). Isto tako u nasoj studiji nije primeéena povezanost amino-Kiselinske izmene na poziciji
91 u proteinu C HCV-a i stadijuma fibroze jetre, §to se podudara sa rezultatima prethodnih studija
(Fukuhara i sar., 2010; Araujo i sar., 2014; Campos i sar., 2023).

Uticaj amino-kiselinskih izmena na razli¢itim pozicijama proteina C HCV-a na odgovor na
kombinovanu terapiju i progresiju fibroze jo$ uvek nije u potpunosti razjaSnjen. Amino-Kiselinska
izmena na poziciji 70 u proteinu C HCV-a, zajedno sa polimorfizmom gena IL28B, je jedan od
najvaznijih faktora odgovora na terapiju PEG-IFN/RBV (Alestig i sar., 2011). Stoga smo u daljem
toku istrazivanja ispitivali uticaj amino-kiselinskih izmena u proteinu C HCV-a na odgovor na
kombinovanu terapiju. U naSoj studiji nismo pronasli povezanost amino-kielinskih izmena na
poziciji 70 u proteinu C HCV-a sa odgovorom na terapiju. Dosada$nja istrazivanja su prijavljivala
razli¢ite rezultate. Odredene studije nisu pronasle ovu povezanost, §to se slaZze sa nasim rezultatima
(Nakamoto 1 sar., 2010; Campos 1 sar., 2023), dok su druge studije uocile povezanost amino-
kiselinskih izmena na poziciji 70 sa odgovorom na terapiju (Akuta i sar., 2005; Okanoue i sar.,
2009; Alestig i sar., 2011; Hayashi i sar., 2011; EI-Shamy i sar., 2012; Sultana i sar., 2016). Tako su
El-Shami i sar. (2012), Alestig i sar. (2011) i Akuta i sar. (2005) pokazali da je amino-kiselinska
izmena na poziciji 70 proteina C povezana sa loSijim odgovorom na terapiju kod pacijenata sa
genotipom 1b, dok su Okanoue i sar. (2009) i Hayashi i sar. (2011) primetili da je odsustvo amino-
kiselinske izmene na poziciji 70 u proteinu C povezano sa postizanjem SVO kod HCV-a genotipa
1b. Pored toga, Sultana i sar. (2016) su otkrili da je odsustvo amino-kiselinskih izmena na poziciji
70 proteina C povezano sa postizanjem SVO kod ispitanika inficiranih genotipom 1b HCV-a, dok
druga grupa autora nije pronasla povezanost izmedu amino-Kiselinske izmene na poziciji 70 u
proteinu C i odgovora na terapiju kod genotipa la i 3a HCV (Hashempour i sar., 2020). Takode,
nismo uocili povezanost amino-Kiselinske izmene na poziciji 75 sa odgovorom na terapiju. Uticaj
amino-Kkiselinske izmene na ovoj poziciji na odgovor na terapiju nije dovoljno ispitan, i samo je par
studija prijavilo ovu izmenu (Fukuhara i sar., 2010; Tachi i sar., 2010; Miura i sar., 2013). Rezultati
nase studije nisu pokazali povezanost amino-Kiselinskih izmena na poziciji 91 sa odgovorom na
terapiju Sto se podudara sa rezultatima vecine prethodnih studija (Okanoue i sar., 2009; Nakamoto i
sar., 2010; Alestig i sar., 2011; El-Shamy i sar., 2012). Medutim, odredene studije su pronasle
povezanost ove izmene sa odgovorom na terapiju (Akuta i sar., 2005; Sultana i sar., 2016). Tako su
Akuta i sar. (2005) ustanovili da je prisustvo amino-kiselinskih izmena na poziciji 91 povezano sa
losijim odgovorom na terapiju, dok su Sultana i sar. (2016) pokazali da je njihovo odsustvo
povezano sa postizanjem SVO. Oprec¢ni rezultati razli¢itih studija mogu biti posledica malog broja
ispitanika, kao u nasoj studiji, ali 1 razliite ispitivane populacije, kao 1 razli¢it genotip virusa.

Mehanizam potencijalnog uticaja amino-kiselinskih izmena u proteinu C na odgovor na terapiju
je nepoznat, a moguce je da je amino-kiselinska izmena na poziciji 70 samo indirektno povezana sa
odgovorom. Ovo potkrepljuje ¢injenica da se tipicna amino-Kiselina na poziciji 70 proteina C
razlikuje izmedu genotipova bez ikakvog uoc¢enog uticaja na odgovor na terapiju. Tako je varijanta
R70, koja je povezana sa postizanjem SVO kod pacijenata sa HCV genotipom 1b, primecena u 98%
sekvenci genotipa la iz GenBank-a (Alestig i sar., 2011). Suprotno tome, Q70, varijanta koja je
povezana sa lo§ijim odgovorom na terapiju kod pacijenata koji nose genotip 1b, je dominantna u
genotipovima 5 1 6, uprkos Cinjenici da pacijenti koji nose ove genotipove reaguju jednako dobro ili
bolje od pacijenata inficiranih genotipom 1 (Nguyen i Keeffe, 2005). Ova zapaZanja ne iskljuc¢uju
direktan efekat amino-kiseline na poziciji 70 na odgovor na terapiju, jer glutamin na poziciji 70
moze drugacije da uti¢e na konformaciju i funkciju proteina C kod HCV-a genotipa 1b nego kod
HCV-a genotipa la ili drugih genotipova. Zaista, uoceno je da genotipovi la i 1b pokazuju razlicite
obrasce povezanosti genetiCke varijabilnosti i odgovora na terapiju (Donlin i sar., 2007). Moguce je
da takve razlike mogu doprineti obja$njenju za navodno vece stope postizanja SVO kod pacijenata
genotipom 1b nego kod pacijenata sa genotipom la (Martinez i sar., 2020).
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U svojoj studiji, Funaoka i sar. (2011) su ispitivali efekat IFN-o. na HCV sa amino-kiselinskim
izmenama R70Q/H i L91M u proteinu C, u smislu replikacije virusa i odgovora na terapiju i otkrili
su znac¢ajno veci stepen otpornosti na IFN u poredenju sa wild-type virusom, povezan sa smanjenom
ekspresijom interferonom stimulisanih gena. Predlozeno je da je interferonska rezistencija HCV sa
navedenim izmenama povezana sa inhibicijom interferonskog signalnog puta, koji potencijalno
uklju¢uje SOCS3 (eng. suppressor of cytokine signaling). Ovi proteini su stimulisani razliCitim
citokinima ukljuéujuci IL-6, Cija je ekspresija povecana u celijama transfekovanim HCV-om sa
izmenjenim proteinom C. Ovaj mehanizam je uocen i in Vivo, jer pacijenti sa hroni¢nim hepatitisom
C imaju povecan nivo inflamatornih citokina, ukljucujuci IL-6 i TNF-a (Sekiguchi i sar., 2012). Jos
jedan mehanizam koji bi mogao objasniti ulogu amino-kiselinskih izmena proteina C u rezistenciji
na interferon je njihov potencijalni uticaj na nastanak minicore proteina - izoformi normalnog
proteina C, kojima nedostaje amino-kraj (Eng i sar., 2009). Dva vazna minicore proteina se
zavr$avaju u blizini aminokiselina 70 i 91; shodno tome, bilo kakve promene ovih amino-kiselina
mogu izmeniti funkcije proteina minicore i posledi¢no funkcionisanje HCV-a i osetljivost na IFN
(El-Shamy i sar., 2014).

U naSem radu nije uocena asocijacija izmedu amino-kiselinskih izmena na poziciji 70 proteina C
HCV-a i genotipova gena IL28B, kao ni izmedu amino-kiselinskih izmena na poziciji 70 proteina C
HCV-a i metilacionog statusa gena RASSF1A. Medutim, ustanovili smo da je ¢ak 85,7% ispitanika
sa amino-kiselinskom izmenom na poziciji 70 proteina C i genotipovima CT/TT gena IL28B nije
odgovorilo na terapiju. Pored toga, kod svih ispitanika sa amino-kiselinskim izmenama na poziciji
70 proteina C i genotipovima CT/TT gena IL28B detektovan je nemetilovani gen RASSF1A. Zatim
smo ustanovili da je podgrupa pacijenata sa amino-kiselinskim izmenama na poziciji 75 i
genotipovima CT/TT gena IL28B imala losiji odgovor na terapiju, $to je bilo statisti¢ki znac¢ajno,
kao i da je ova podgrupa imala nemetilovani gen RASSF1A. Dobijeni rezultati su u skladu sa
rezultatima Alestig i sar. (2011), koji su utvrdili da su amino-kiselinske izmene proteina C na
poziciji 70 povezane sa loSijim odgovorom na terapiju kod pacijenata sa genotipom CT gena IL28B.
Sa druge strane, podgrupa pacijenata sa amino-kiselinskim izmenama na poziciji 91 i genotipom
CC gena IL28B je ¢esce postizala SVO, s$to je bilo statisti¢ki znacajno.

Poznato je da je SNP rs12979860 gena 1L28B u direktnoj korelaciiji sa odgovorom na terapiju
PEG-IFN/RBV kod pacijenata sa hronicnom infekcijom i genotipom 1 (Sugiyama i sar., 2011). U
nasem istraZivanju je uoc¢eno da su ispitanici sa genotipom CC gena IL28B bili zna¢ajno ¢eSci u
SVO nego u BO grupi ispitanika, medutim nije uocena veza ovog polimorfizma i amino-Kiselinskih
izmena u proteinu C, kao ni veza ovih amino-kiselinskih izmena i odgovora na terapiju. Alestig i
sar. (2011) su pokazali da ovaj SNP ima snazan uticaj na odgovor na terapiju jer je vecina
pacijenata sa genotipom CC, za razliku od pacijenata sa genotipom TT, postigla SVO. U istoj studiji
je pokazano da su amino-kiselinske izmene na poziciji 70 proteina C povezane sa lo$ijim
odgovorom na interferonsku terapiju. Ovi rezultati sugeriSu da bi snaZzan uticaj genotipa gena |L28B
na odgovor na terapiju, mogao maskirati efekat koji amino-kiselinske izmene proteina C imaju na
odgovor na terapiju. Rizik od maskiranja efekta je verovatno manji u Japanu, gde vecina pacijenata
ima povoljan CC genotip, nego u evropskoj populaciji, u kojoj su takode Cesti genotipovi CT/TT
(Akuta i sar., 2005). Medutim, Alestig i sar. (2011) nisu pronasli znacajnu povezanost genotipa
rs12979860 gena IL28B i amino-kiselinskih izmena na poziciji 70 proteina C, dok su uticaj ovih
amino-Kkiselinskih izmena na odgovor na terapiju utvrdili i unutar grupe sa genotipom CT, te su
stoga zakljuéili da efekat amino-kiselinskih izmena proteina C ne zavisi samo od genotipa I1L28B, i
da bi analiza amino-kiselinskih izmena proteina C mogla biti klini¢ki relevantna, prvenstveno kod
pacijenata sa genotipom CT. Njihovi rezultati podrzavaju rezultate dobijene u nasem istraZivanju.

Iako u nasem radu nije pronadena asocijacija genotipa gena 1L28B, metilacionog statusa gena
RASF1A i progresije fibroze jetre, prethodni podaci ukazuju na mogucu povezanost RASSF1A i
IL28B, delom preko regulacije ekspresije gena IL6 (Pavon-Castillero i sar., 2013; Yi i sar., 2018).
Pokazano je da RASSF1A indukuje ekspresiju IL-6 u celijama melanoma A375 (Yi i sar., 2018) i
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da je povecana ekspresija IL-6 povezana sa nepovoljnim klini¢kim ishodima kod pacijenata sa HCV
I progresijom u HCK (Nishikawa i sar., 2017; Lu i sar., 2018). S druge strane, amino-kiselinska
izmena R70Q proteina C HCV-a je povezana sa povecanom ekspresijom IL-6, koja moze izazvati
insulinsku rezistenciju, steatozu i HCK i inhibirati interferonsku signalizaciju, povezanu sa losijim
terapijskim ishodom (Uraki i sar., 2015). Dakle, mozemo pretpostaviti da nemetilovani gen
RASSF1A i amino-kiselinska izmena R70Q mogu dovesti do loSijeg odgovora na terapiju zbog
povecane ekspresije IL-6, ali to zahteva dalje istrazivanje. Prethodne studije su pokazale da se
amino-kiselinske izmene na poziciji 70 proteina C mogu koristiti kao prediktori ishoda lecenja, kao
i prediktori nastanka HCK nakon DAA terapije (Ogata i sar., 2018; Akuta i sar., 2019). Na osnovu
prethodnih istraZivanja, kao i rezultata nase studije, varijabilnost u genu C HCV-a mogla bi biti
prediktivni faktor ishoda kombinovane terapije PEG-IFN/RBV ili DAA terapije. Kontradiktorni
rezultati bi takode mogli biti posledica male veli¢ine uzorka u nasoj studiji.

Kod ispitanika sa uznapredovalim stadijumom ostecenja jetre izazvanih hroni¢nom infekcijom
HCV-a, inflamatorni procesi mogu nastaviti da predstavljaju vazan rizik za napredovanje fibroznog
stanja i1 razvoj HCK, €ak i nakon uklanjanja virusne infekcije, pogotovo kod pacijenata sa cirozom,
kao i kod pacijenata sa pridruzenim komorbiditetima (konzumiranje alkohola, metaboli¢ki sindrom,
HIV itd.) (Macek Jilkova 1 sar., 2021; Milosevic 1 sar., 2023; Syyam 1 sar., 2023). SVO moZe
smanjiti rizik od nastanka HCK kod vecine pacijenata sa cirozom jetre povezanom sa HCV;
medutim, danas se zna da postizanje SVO nakon IFN ili DAA terapije ne dovodi uvek do
zaustavljanja progresije bolesti ili regresije fibroze (Syyam i sar., 2023). Odredene publikacije
sugeriSu da je rizik od HCK nakon tretmana DAA veci u poredenju sa tretmanom zasnovanim na
IFN (Nagata i sar., 2017; Janjua 1 sar., 2020). Druge publikacije, medutim, nisu pokazale znacajne
razlike u riziku od razvoja HCK izmedu ova dva tretmana (Waziry i sar., 2017; loannou i sar.,
2018a; loannou i sar., 2018b). Neke studije su uocile povecanu i rekurentnu stopu HCK kod
pacijenata sa cirozom, koji su leCeni DAA terapijom (Grandhe i sar., 2017; El Kassas i sar., 2018;
Sasaki i sar., 2018). Sa druge strane, pokazana je korelacija izmedu nizeg rizika od nastanka HCK
nakon DAA terapije kod pacijenata bez fibroze u odnosu na pacijene sa prisutnom fibrozom i
cirozom pre terapije (loanno i sar., 2018; Kulik i EI-Serag, 2019). Pored toga, ciroza je u korelaciji
sa ve¢om stopom mortaliteta kod pacijenata leGenih sa DAA terapijom. Mortalitet ovih pacijenata
se povecava u korelaciji sa stadijumom fibroze (Kulik i EI-Serag, 2019; Dash i sar., 2020). Bitan
problem je i cena DAA terapije, koja je znaCajno skuplja u odnosu na PEG-IFN/RBV terapiju
(Henry, 2018), kao i pojava varijanti virusa koje sadrze amino-kiselinske izmene sposobne da
dovedu do rezistencije na jedan ili viSe DAA (Sorbo i sar., 2018). Na osnovu svega navedenog
mozemo zakljuciti da primenu terapije PEG-IFN/RBV jos uvek ne bi trebalo u potpunosti iskljuciti.

Pokazano je da je amino-kiselinska izmena na poziciji 70 proteina C kod pacijenata sa HCV
genotipom 1b na pocetku DAA terapije je vazan prediktor hepatokarcinogeneze nakon eradikacije
RNK HCV-a (Akuta i sar., 2019). Zbog toga je vazno utvrditi amino-Kiselinske izmene na poziciji
70 proteina C HCV pre pocetka antivirusne terapije, ¢ak i u sluajevima primanja DAA terapije
nakon terapije zasnovane na IFN. Pored toga, epigenetiCke promene su postale interesantne mete za
terapiju tumora. Stavie, ove promene su takode prepoznate kao jedan od mehanizama stecene
rezistencije na lekove (Milosevic i sar., 2023). Pa bi tako hipermetilacija promotora gena RASSF1A
mogla biti biomarker za ranu dijagnozu HCK 1 potencijalna molekularna meta za epigeneticku
terapiju (Araujo i sar., 2016). U studiji koju su sproveli Liu i sar., (2017) ustanovljeno je da je
metilacija gena RASSF1A u cirkulisu¢oj DNK u pozitivnoj korelaciji sa veli¢inom tumora, kao i da
je hipometilacija LINE-1 elemenata povezana sa progresijom tumora i loSom prognozom.
Kombinacija analize metilacije LINE-1 i RASSF1A u cirkuliSsu¢oj DNK je predvidela ponovnu
pojavu bolesti nakon resekcije HCK (Liu i sar., 2017). Potreban je veci broj studija da bi se potvrdio
potencijalni klinicki znacaj amino-kiselinskih izmena na poziciji 70 u proteinu C HCV-g,
polimorfizma rs12979860 gena I1L28B i metilacionog statusa gena RASSF1A i pl6INK4a kao
prediktivnih faktora odgovora na terapiju, posebno DAA terapiju, gde postoji mogucnost da
pacijenti koji su postigli SVO imaju vecu verovatnocu razvoja HCK. Definisanje pouzdanih
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molekularnih markera koji ¢e efikasno predvideti odgovor na terapiju zasnovanu na IFN-u i rizik od
razvoja HCK bi bilo od velikog klinickog interesa za pacijente koji su hroni¢no inficirani HCV-om
genotipom 1b. Razvoj i upotreba metodologija koje omogucavaju rano otkrivanje genetickih
polimorfizama virusa, kao i stalno pracenje pacijenata nakon terapije, predstavljaju kriti¢ne
prognosti¢ke alate za smanjenje verovatnoce progresije inflamacije jetre i poboljSanje klinickog
stanja pacijenata.

Dobijeni rezultati u naSoj studiji ukazuju na potrebu za daljim istrazivanjem u koje bi bile
ukljucene analize metilacionog statusa dodatnih gena ukljucenih u odgovor domaéina na hroni¢nu
infekciju HCV-om, kao i analize amino-kiselinskih izmena drugih proteina HCV-a. Takode,
znacajno bi bilo analizirati navedene parametre u razli¢itim stadijumima bolesti, od fibroze, preko
ciroze jetre do HCK, kao i u odnosu na DAA terapiju.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeéi zakljudci:

1.

10.

11.

12.

Uocena je statisticki znacajna asocijacija izmedu genotipa CC gena IL28B i postizanja SVO,
dok su genotipovi CT/TT u asocijaciji sa izostankom odgovora na terapiju PEG-IFN/RBV
kod obolelih sa hroni¢nom infekcijom virusom HCV genotipa 1b.

Metilacija promotorskog regiona gena RASSF1A i p16INK4a je detektovana kod trecine
ispitanika sa hroni¢nom infekcijom HCV-om, $to sugeriSe da je metilacija ovih gena vazna,
ali potencijalno nije klju¢na za progresiju bolesti.

Nije detektovana statisticki znacajna asocijacija metilacije gena RASSF1A i pl6INK4a i
ispitivanih klinicko-patoloskih parametara kod ispitanika sa hroni¢nom infekcijom HCV-
om, osim u slu¢aju metilacionog statusa gena RASSF1A, kod koga je utvrdena statisticki
znacajna asocijacija metilacije promotora gena RASSF1A i veée koncentracije ukupne HCV
RNK (>400 000 IU/ml).

Utvrdeno je da se metilacija promotora gena RASSF1A statisticki znacajno ¢escée javlja kod
ispitanika sa genotipom CC gena 1L28B, nego kod preostala dva genotipa IL28B.

Najéesce detektovane amino-kKiselinske izmene u proteinu C virusa su bile izmene na
pozicijama 70, 75, 91 i 110. Na poziciji 70 najces¢a je bila zamena arginina u glutamin
(R70Q), dok je na poziciji 75 bila zamena treonina u alanin (T75A), na poziciji 91 zamena
metionina u cistein (M91C), a na poziciji 110 zamena treonina u serin (T110S).

Nije pronadena asocijacija amino-Kiselinskih izmena proteina C na pozicijama 70, 75, 91 i
110 sa klinicko-patoloskim karakteristikama ispitanika sa hroni¢nom infekcijom HCV
genotipa 1b, kao ni sa genotipom gena IL28B.

Utvrdena je asocijacija izmedu amino-Kiselinske izmene R70Q i nemetilovanog gena
RASSF1A.

Pojedina¢no gledano ispitivani metilacioni status gena RASSF1A i p16INK4a nije znacajan
biomarker odgovora na terapiju PEG-IFN/RBV i progresiju bolesti, medutim, kombinovana
analiza metilacionog statusa ovih gena sa genotipom gena IL28B je pokazala da je
istovremena metilacija gena RASSF1A, odnosno pl6INK4a i genotipa CC gena 1L28B
statisticki zna¢ajno povezana sa postizanjem SVO.

Nije detektovana asocijacija pojedina¢nih amino-Kiselinskih izmena proteina C HCV-a sa
odgovorom na terapiju, kao ni sa progresijom bolesti.

Istovremeno prisustvo amino-kiselinske izmene na poziciji 75 proteina C i genotipova
CT/TT gena IL28B je statisti¢ki znacajno povezano sa izostankom odgovora na terapiju
PEG-IFN/RBV.

Istovremeno prisustvo amino-kiselinske izmene na poziciji 91 proteina C i genotipa CC
gena IL28B je statisti¢ki zna¢ajno povezano sa postizanjem SVO.

Istovremena analiza metilacionog status gena RASSF1A i pl6INK4a, amino-kiselinske
promene proteina C HCV-a i polimorfizma rs12979860 gena IL28B moze biti potencijalni
biomarker odgovora na kombinovanu terapiju i progresiju bolesti kod obolelih sa hronicnom
infekcijom virusom hepatitisa C genotipa 1b.
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MHAYKOBAaHWM _ XPOHHMYHOM __ MHQEKIHjoM  BUpPycOM _ xemaTuTuca  lle  reHoTuna
16e”

MenTop ap Munena KpajHouh, BUIIM HayyHU capaJlHUK YHUBep3uTera y beorpany —

HuctuTyT 32 HYKIIeapHe Havke ..BuHuya* — MHCTUTYT 0J1 HAIIMOHAIHOT 3Haudaja 3a Penyoimuky Cpouijy

U3jaB/byjeM [a je WTaMmMllaHa Bep3Huja MOI JOKTOPCKOI paZia MCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]
Bep3UjU KOjy caM ImpeJjlao/ja paju NoxXpawHBama y /[AMrUTAJIHOM pPeno3uTOpHUjymMy
Yuusepsurterta y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce o6GjaBe MOjU JIMYHHU TMOJAALM Be3aHH 3a J0OHjambe aKaJeMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpA HayKa, Kao LITO Cy UMe U Npe3uMe, 'oJIMHA U MeCTOo pohemwa U AaTyM oJ6paHe paja.

OBM JIMYHU NOJALM MOTY ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHULlAMa AUTHTalIHe 6UOJIUOTEKE, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y mybJyiMKalujaMa YHUBep3uTeTa y beorpaay.

IloTuc ayTopa

Y Beorpany,
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U3jaBa o0 kopumrhemwy

OpnamhyjeMm YHuBep3uTeTcKky O6ubsuoreky ,CBeTo3ap MapkoBuh“ pa y JlururtaiHu
penosuTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece MOjy JAOKTOPCKY JAucepTaLujy IOJ
HACJIOBOM:

LJENUreHeTuyKe IpoMeHe Kao NOTEHI[UjaJIHM OMOMapKepH v 60JeCTUMa jeTpe MHAVKOBAaHUM
XPOHUYHOM MHPEKIUjoM BUPYCOM xemnaTtutuca Ile renorumna 16e"

KOja je Moje ayTOPCKO JeJIo.

JlucepTanujy ca CBUM NpPUJI03MMaA Npejao/sa caM y eJleKTPOHCKOM ¢opMaTy NOTOJHOM 3a
TPpajHO apXUBUPaA-E.

Mojy JOKTOpPCKY AUcepTalujy noxXpaweHy y JUruTajlHOM peno3uTOpUjyMy YHUBep3UTETa Y
Beorpasy u AOCTYNHY Yy OTBOPEHOM IMPUCTYNY MOTY Jia KOPUCTe CBU KOjU MOIUTYjy ofpesbe
caZp>kaHe y ojjlabpaHoM Tuny JyuieHne KpeatuBHe 3ajegHunie (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJJIy4Mn0/1a.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopcTBo - HekoMepuujasHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HeKoMeplUjaaHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIIMjATHO — IeJIUTH 1o UcTUM ycaoBumMa (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo — 6e3 npepajga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — JesuTH noj uctum ycaosuma (CC BY-SA)

(MosiuMo /1a 3a0KpY>KUTE CaMo jeIHY OJf IeCT NOHYHeHUX JIULEHIH.
Kpartak onuc JUIEeHIIU je cacTaBHU /leo OBe u3jaBe).

IloTnmc ayTopa

Y Beorpany,
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1. AyTopcTBo. /l03Bo/baBaTe YMHOXaBake, AUCTPUOYIMjy U jaBHO CaOMIlITaBamke Jiesa, U
npepajie, ako Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HAa4MH ojpeheH 0/ cTpaHe ayTopa WJM JaBaola
JIMLIEHIIE, YaK U y KoMepLujasiHe cBpxe. OBO je Hajcsi0604HUja O CBUX JIMLIEHLIU.

2. AyTOopcTBO - HEKOMepuHjasaHO. /|03BO/baBaTE YMHOXKaBakbe, JUCTPUOYLIUjY U jaBHO
CaomIlTaBame Jiesia, U Ipepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH oJijpeheH of cTpaHe
ayTopa WJM JaBaolia JuueHne. OBa JMLeHLA He [03BOJ/baBa KOMeEpPLHUjaJHy YNoTpeby
JeJia.

3. AYTOpCTBO - HeKOMepuHWjaJHO - 6e3 mpepasa. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBambe,
JUCTPUOYLIMjy U jaBHO CaollITaBamwe Jiesa, 6e3 NpoMeHa, NpeobIMKOBawba UM yroTpede

JleJia y CBOM JieJly, aKO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HAauMH oJipeheH oJ1 CTpaHe ayTopa UJIU
JlaBaolia JsivieHie. OBa JiMileHI]a He 03BOJ/baBa KOMeEPIUjaHy yIoTpeby Aesa. Y ofHOCY
Ha CBe OoCTaJie JIUIeHIle, 0BOM JIUIEHI[OM Ce OrpaHrMyaBa HajBehu o6uM nmpaBa Kopuinhema
JeJia.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLHjaJHO - Ae/IMTU MOJA UCTUM ycaoBuMa. /lo3BosbaBaTe
YMHOKaBake, JUCTPUOYIMjy U jaBHO CAOIITaBakbe Jles1a, U Npepajie, ako ce HaBezie uMe
ayTopa Ha Ha4yMH oJijpeheH o/ cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JIMIEHLle U aKO ce mpepaja
JUCTPUOyUpa TOJA HMCTOM WJU CJAUYHOM JuleHIIoM. OBa JMIleHIIa He /103B0OJ/baBa
KOMepIMja/Hy YIIoTpeoy Jiesia v mpepaja.

5. AytopcTtBo - 6e3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe yMHOXKaBakbe, AUCTPUOYIH]Y U jaBHO
caomiITaBame Jiesa, 6e3 MpoMeHa, MPeoOJIMKOBaba UM YIIOTpebe Jiesia y CBOM JieJly, ako
Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauWH oJipeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaola JjuleHie. OBa
JIMIIEHI]A 103B0/baBa KOMEPIHjaJIHy yIOTpe6y Aea.

6. AyTOpPCTBO - [JeJUTH IMO0A MCTUM YycaoBUMa. /Jlo3Bo/baBaTe yMHOXKaBakbe,
JUCTPUOYLMjy U jaBHO caollllTaBamwe Jiesa, U Npepajie, ako Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha
Ha4yuH oZpeheH of, cTpaHe ayTopa WJIM AaBaola JIMLEHIe U ako ce npepaja JUCTpUbyrpa
10/, UCTOM WJIM CJAWYHOM JHLeHLoM. OBa JiMlLieHLa J03B0/baBa KOMepPLHjalHy yIOTpeody
Jena v npepaga. CavyHa je copTBEPCKUM JIMILEHIIAaMa, OJHOCHO JIMLeHL[aMa OTBOPEHOT
KOoZa.
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