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Popis kratica:

HD - hemodijaliza

HCYV - virus hepatitisa C

NK stanice - stanice prirodne ubojice ( prema engl natural killer )

IL - Interleukin

INF- interferon

TNF-a - ¢cimbenik tumorske nekroze a ( prema engl tumor necrosis factor o)

TGF-P - transformiraju¢i ¢imbenik rasta 3 ( prema engl transforming growth facor [)
INF-y - interferon y

CTL - citotoksi¢ni limfociti T

VEGEF - ¢imbenik rasta vaskularnog endotela ( prema engl vascular endothelial growth

factor)

MCP-1 - protein koji uzrokuje kemotaksiju monocita ( prema eng monocyte chemotactic
protein -1)

EGF - ¢imbenik rasta epidermalnih tkiva ( prema engl epidermal growth f
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1. UVOD

1.1.Virus hepatitisa C

Virus hepatitisa C pripada skupini Flaviviridae.To je malen RNA virus (30-60 nm u
promjeru), koji se sastoji od proteina ovojnice, srzi i jednolanc¢ane RNA (slika 1).

Genom virusa sadrzi 10 000 nukleotida (slika 2). Iz proteina prekursora cijepanjem
proteinazom nastaju tri strukturna proteina (C, E1 1 E2/NS1) i Cetiri nestrukturna proteina
(NS2-NS5).

Tri strukturna proteina na 5’ nekodirajuéem zavrSetku HCV genoma ¢ini se da kodiraju

nukleokapsidni protein (core) i 2 proteina ovojnice (E) (1, 2).

HCV Viral Capsid
Envelope Proteins . Core Protein (cAg)

E1&E2\ y

50uL to 200uL

Flaviviridae 4

L ssRNA
Virus

4—— h5-650m ———>»

Slika 1. Struktura virusa hepatitisa C (HCV)



Podrucja NS2 —NS5 gena daju kod za encime virusa (proteaza-helikaza, polimeraza) i vazna
su za replikaciju virusa. Virus je kloniran 1989.g.

Uloga pojedinih proteina tek je djelomi¢no razjasnjena (4). Podrucje 5'-NTR djeluje kao
unutarnje mjesto ulaska u ribosom i kontrolira pocetak prevodenja genoma (5). Poliprotein
¢ine strukturalni i nestrukturalni proteini. Strukturalni proteini: C protein koji regulira
apoptozu hepatocita, interferira s intracelularnim metabolizmom lipida i lipoproteina te utjece
na nastanak steatoze. Glikokoproteini ovojnice jesu E1 1 E2. U podru¢ju E2 glikoproteina
nalaze se dvije hipervarijabilne regije, HVR 1 1 HVR2. One su najpodloznije genskim
mutacijama a samim time i mjesto najve¢e mogucnosti virusnog izbjegavanja obrambenim
mehanizmima imunoloSkog sustava zarazene osobe (6). Strukturalne proteine od
nestrukturalnih dijeli kratak peptid p7 koji vjerojatno pripada viroporinima. Mogu¢a mu je
uloga 1 u sazrijevanju i oslobadanju virusa (7).

Nestrukturalni proteini (NS) imaju ulogu u umnazanju virusa. Za proteolizu nestrukturalnih
proteina sluze NS2/NS3 cink-ovisna proteinaza te NS3 serinska proteinaza, koja za djelovanje
treba kofaktor, NS4A.

Funkcija NS4B proteina malo je poznata. Predstavlja integralni protein endoplazmatskog
retikuluma, koji s endoplazmatskim retikulumom stanice domacina stvara mrezu i sluzi kao
podrugdje interakcije virusne RNK i proteina stanice domacina tijekom umnazanja virusa (8).
NSS5A je visefunkcionalni serinski polifosforilirani protein. Njegove adaptacijske mutacije
znaCajno pojacavaju ucinak umnazanja virusa te je u interreakciji s razli¢itim stani¢nim
proteinima (9). NS5B je RNK-ovisna RNK polimeraza (10). Svi navedeni proteini
potencijalne su ciljne tocke za razvoj ucinkovitih lijekova (NS5B za inhibitore polimeraza,
NS3 za inhibitore proteza). Zbog svoje varijabilnosti, glikoproteini ovojnice (E1 i1 E2)
najmanje su pouzdani kao ciljno mjesto lijekova (11).

Kad cirkulira krvlju, veze se za receptore u jetrenom tkivu. Smatra se da se veze uz receptore
CDS81, i SR-B1. Kako su te molekule nadene i drugdje u tijelu nepoznato je po ¢emu je jetra

specificna za HCV (12).
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Slika 2. Struktura genoma virusa hepatitisa C

Zbog razlika u ribonukleinskoj kiselini HCV—a postoji 6 genotipova virusa i najmanje 70
podtipova virusa. I ovaj virus kao i svi drugi RNA virusi ima visok stupanj mutacija koje
dovode do brojnih varijanti tzv kvazi vrsta (engl quasispecies). Kvazi vrste se razlikuju u
genomu za manje od 10%, dok su kod genotipova razlike u genomu 20%. Zbog ovakve
razli¢itosti medu hepatitis C virusima, ne postoji cjepivo protiv te bolesti (2,13).

Najveca je raznolikost svih izolata HCV u proteinima ovojnice.

Glikoproteini ovojnice virusa hepatitisa C, E 1 1 E2 poticu stvaranje zastitnih neutralizirajuc¢ih
antitijela. Glavno podru¢je odgovorno za stvaranje neutralizirajuéih antitijela je
hipervarijabilna regija 1 (HVR 1) na E2/NS regiji. Podru¢je HVR1 smjesteno na terminalnom
kraju E2 moze biti adaptivno i povezano je s povoljnim tijekom bolesti jetre kao $to je genotip
2, nizim vrijednostima transaminaza i blazim histoloSkim promjenama u jetri. Razlike u
HVRI regiji vjerojatno odrazavaju sposobnost domacina da kontrolira populaciju virusa. U
bolesnika s genotipom 1b Siroki spektar reaktivnosti serumskih protutijela na HVR1 (anti
HVRI) korelira s virusnim optere¢enjem i odgovorom na interferon. Podru¢je povezano s
osjetljivosti na interferon je na nestrukturnom proteinu 5SA (NS5A) HCV genotipa 1b.

Sekvencijske razlike u tom podruc¢ju predvidaju odgovor na lijeCenje interferonom. Kod



«divljeg tipa» virusa nema kompletnog odgovora na lije¢enje interferonom (INF) dok kod
mutiranog tipa nalazimo kompletan odgovor na lije¢enje INF (14,15).

Molekularna tehnika sekvencioniranja virusa 1b prije terapije INF u cilju predvidanja
odgovora na lijeCenje pruzila bi prakticnu korist pri cemu bi se ustedjele ogromne koli¢ine
novaca a izbjegle bi se i nuspojave lijecenja (16).

Odredivanje kojem genotipu HCV pripada bitno je zbog prognoze i odgovora na lijecenje.
Genotipovi 1 1 4 smatraju se rezistentnijim virusima. Nacin lijeCenja kroni¢nog hepatitisa C
ovisi 0 genotipu. Za lijeCenje kronicnog hepatitisa C uzrokovanog genotipom 1 koristi se
kombinacija pegiliranog inferferona i ribavirina, dok se za druge genotipove (2 i 3) predvida
davanje ribavirina i konvencionalnog interferona. U Europi prevladava genotip 1b.

U Hrvatskoj prevladavaju genotipovi 113 (17,18).

1.2. Epidemiologija hepatitisa C u bolesnika na dijalizi

Hepatitisom C zarazeno je 150 do 200 milijuna ljudi u cijelom svijetu i danas je vodeci uzrok
transplantacija jetre te je ¢est uzrok raka jetre (slika 3). Globalna prevalencija hepatitisa C je
2004. g. procijenjena na 2.2%. Za Hrvatsku je procjena da je oko 1,7% populacije (oko 75
000) inficirano HCV virusom. Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo,
godisnje se u nasoj drzavi prijavljuje oko 200 novooboljelih od hepatitisa C (19).

HCV je izoliran iz krvi, sline, urina, sjemene tekucine i ascitesa.
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Nema podataka Rasprostranjenost hepatitisa C, 1999.

Slika 3. Rasprostranjenost hepatitisa C u svijetu 1999.g.

U Europi i SAD, HCV se najceSc¢e prenosi parenteralnim putem, transfuzijama krvi i krvnih
produkata te ubodom inficiranim iglama (iv ovisnici, piercing, tetovaza, slucajni ubod).
Transplantacija HCV pozitivnih organa takoder nosi visok rizik. Rizik prijenosa putem
spolnog odnosa u monogamnim heteroseksualnim skupinama je nizak te iznosi svega 0,01%.
Rizik se povetava u homoseksualnim zajednicama sa veéim brojem partnera, analnim,
grubim spolnim odnosom bez zastite (20).

Rizik za perinatalni prijenos u HCV.RNA pozitivnih majki je oko 5%, osim ako je koinfekcija
s HIV—om, tada se penje na 20%.

Rizik kod sporadi¢nih perkutanih ekspozicija, poput onih kod zdravstvenih djelatnika, iznosi
manje od 2.4% ( 21).

HCYV se ne prenosi grljenjem, ljubljenjem, priborom za jelo i dojenjem.

Bolesnici na kroni¢noj hemodijalizi (HD) ¢ine, uz intravenske ovisnike najrizi¢niju skupinu
za infekciju s virusom hepatitisa C. Prevalencija hepatitisa C u bolesnika na hemodijalizi
kre¢e se od 2 do 62% (22, 23, 24). Prevalencija hepatitisa C u centrima za dijalizu republike
Hrvatske je 12,3%, a incidencija je oko 1%. Prevalencija virusa hepatitisa C (HCV) medu
dobrovoljnim davateljima krvi u Hrvatskoj 1992.g. iznosila je 1,38% (19). Utvrden je niz
rizicnih ¢imbenika za HCV infekciju medu bolesnicima na hemodijalizi: transfuzije krvi,
trajanja zavr$nog stadija bubrezne bolesti 1 dijalize, tip dijalize (rizik je ve¢i kod bolnicke

hemodijalize a najnizi kod kuéne peritonejske dijalize) te broj osoba s hepatitisom C u



pojedinom odjelu za dijalizu. Ranijih godina glavni nacin Sirenja hepatitisa C u centrima za
dijalizu bile su transfuzije krvi. Danas se smatra da je glavni nacin Sirenja HCV u dijaliziranih
bolesnika nosokomijalna infekcija, koju najéeS€e prenose zdravstveni djelatnici rukama
(rukavicama) koje su kontaminirane krvlju zarazenog bolesnika. Na taj nacin zdravstveni
djelatnik moze prenijeti virus hepatitisa C na kozu drugog bolesnika u kojeg moze do¢i do
inokulacije virusa tijekom punkcije arterio-venske fistule (25, 26, 27).

Prijenos dodirom moze se sprijeciti higijenom ruku (pranjem ruku), upotrebom jednokratnih
rukavica koje treba mijenjati nakon svakog kontakta s bolesnikom. Svaki predmet koji dode u
doticaj s dijaliznim mjestom moze se kontaminirati krvlju te postati posrednik u prijenosu

HCV drugim bolesnicima (izravno ili preko kontaminiranih ruku osoblja) (28).

1.3. Prirodni tijek hepatitisa uzrokovan virusom hepatitisa C

Prirodni tijek hepatitisa C

Akutni hepatitis C

/

Kroni€ni hepatitis C

0530 5035 %
/

l_ Ciroza 20 - 30 % _l

Dekompenzacija HCC
6-10 % 5-10%
 J L Smrt
5-10 % «

Akutni hepatitis C

Inkubacija tj. period od ulaska virusa do pojave znakova bolesti, za hepatitis C iznosi

prosjecno oko 7 tjedana (raspon 4-20 tjedana).

Jedan od najmarkantnijih simptoma hepatitisa je zutilo koze i bjeloo¢nica. No taj simptom

vrlo Cesto izostaje, posebice kod hepatitisa C. U samo 25-30% inficiranih s HCV javljaju se



simptomi bolesti. Oni su vrlo nespecifi¢ni i po njima se ne moze zakljuciti da se radi o upali
jetre. U mnogim slucajevima osobe zarazene virusom hepatitisa C ne osjecaju se bolesnim,
dok se druge osobe mogu osjecati kao da imaju slabiju gripu koja ne zahtjeva lijecenje.
Najces¢i simptomi su umor, bolnost u gornjem dijelu trbuha, posebice s desne strane,
mucnine, povracanje, gubitak apetita, ponekad poviSena tjelesna temperatura, bolovi u
zglobovima. Zbog ovih netipi¢nih znakova bolesti, najveci broj oboljelih se otkrije posve
slucajno, tijekom sistematskih pregleda, regrutacije, obrade nekih drugih bolesti 1 sl. i to
uglavnom u fazi kroni¢nog hepatitisa. Mokra¢a nekih osoba moze postati tamna, bjeloo¢nice i
koza mogu postati zuti. Simptomi hepatitisa mogu nestati nakon nekoliko tjedana, ali to ne
treba znaciti da je i1 zaraza takoder nestala. Upala jetre moze se ustanoviti analizom krvi,
mjereci dva jetrena enzima alanin-aminotransferaze i aspartat aminotransferaze (ALT 1 AST).
AST 1 ALT mogu biti poviseni i do 20 puta u odnosu na gornju granicu normalnih vrijednosti
kod zdrave osobe. Vrijednosti ALT obi¢no su vise nego vrijednosti AST (29, 30). Od 1990.g.
moguce je utvrditi u krvi bolesnika biljege hepatitisa C. Radi se o antitijelu na HCV.
Seroloski testovi koji otkrivanju prisutnost antitijela na HCV mogu pokazati da li je osoba
bila u kontaktu s virusom hepatitisa C ali ne mogu ustanoviti da li je osoba aktuelno bolesna i
je li prijenosnik te bolesti. Postoje specificni testovi reakcije polimeraze - PCR (polymerase
chain reaction) koji utvrduju prisutnost virusne RNA u krvi zarazene osobe. Do pojave
genskog materijala virusa u krvi (ribonukleinska kiselina hepatitis C virusa, HCV- RNK)
dolazi 10-14 dana nakon zarazavanja. To je ujedno i prvi test koji postaje pozitivan (30).
Prosjec¢no vrijeme do pojave protutijela HCV (anti-HCV) iznosi 8-9 tjedana. U nekih
bolesnika nalazimo poveéanje gamaglutamil transpeptidaze (gamaGT). Slucajevi akutnog

hepatitisa C se vrlo rijetko otkrivaju .

Za razliku od drugih hepatotropnih virusa (HAV, HBV, Epstein-Barr virus, citomegalovirus)
velika vecina zarazenih s HCV oboli od kroni¢ne bolesti i razvije komplikacije bolesti. HCV

je uzrok 27% ciroza 1 25% hepatocelularnih karcinoma u svijetu (31).

Kroni¢ni hepatitis C

Kada upala jetre traje duze od Sest mjeseci, bolest se naziva kroni¢nim hepatitisom C.
Klinic¢ki tijek kroni¢nog hepatitisa je podmukao i dugo vremena bez ikakvih simptoma 1/ili
znakova. Stoga se dijagnoza kroni¢nog C hepatitisa najcesSce postavlja slucajno tijekom

pregleda krvi kod rutinskih sistematskih pregleda.



C hepatitis javlja se u tri klinicke slike:

1. Kroni¢ni hepatitis s normalnim vrijednostima ALT. Tu grupu ¢ini 25% bolesnika s
kroni¢nim C-hepatitisom. Bolesnici su u pravilu bez simtpoma i histoloSki imaju blazi
oblik bolesti u odnosu na one s poviSenim ALT. Njih oko 20% ima znacajnu fibrozu
ili cirozu na histoloskim preparatima nakon biopsije jetre.

2. Blagi kronic¢ni hepatitis pracen je blagim, fluktuiraju¢im povisenjem ALT. Bolesnici
obi¢no nemaju simptoma, a mogu se tuziti na umor. HistoloSka analiza tkiva nakon
biopsije jetre pokazuje blagu nekroinflamatornu leziju i blagu fibrozu. Ovu grupu c¢ini
oko 50% bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C. Progresija bolesti je spora i rizik
razvoja ciroze je nizak.

3. Umjereni i teski kronicni hepatitis nalazi se u 25% bolesnika s kroni¢nim hepatitisom
C. Vec¢ima bolesnika iz ove grupe nema simptoma, osim umora koji ne korelira s
tezinom bolesti. Na histoloSkim preparatima nakon biopsije jetre vidi se znacajna

nekroinflamatorna lezija uz uznapredovalu fibrozu katkada i cirozu.

Hepatitis C u 75-85% slucajeva prelazi u kroni¢ni oblik karakteriziran trajnim oStecenjem
jetre uz mogucénost razvoja ciroze, karcinoma jetre i smrti u razdoblju od 10-30 godina. Da bi
se ove, po zivot opasne komplikacije izbjegle ili barem znaCajno odgodile, potrebno je
provesti lijeCenje nakon $to se utvrdi kronicni hepatitis C. U HCV pozitivnih bolesnika na
kroni¢noj HD i u bolesnika s transplantiranim bubregom opazen je brzi razvoj ciroze (nakon
10 godina trajanja hepatitisa C). Brojna istrazivanja potvrdila su povisen relativni rizik od

smrti u populaciji HCV pozitivnih bolesnika na HD (31, 32, 33, 34).



1.4. Cimbenici koji utje¢u na tijek HCV infekcije

Nekoliko ¢imbenika utjece na to da li ¢e HCV infekcija zavrsSiti ozdravljenjem ili prije¢i u

kroni¢ni oblik. Glavni ¢imbenici loSije prognoze su:

1. Kkarakteristike virusa (genotip: 1b, specifi¢ne karakteristike izolata virusa, distribucija

kvazispecijesa, virusno opterecenje preko 2x106 kopija virusa u ml/seruma) (35).

2. cimbenici povezani s bolesnikom - bolesnici koji akviriraju infekciju u starijoj

zivotnoj dobi imaju brze progredirajuci oblik za razliku od onih kod kojih je infekcija
nastala u djetinjstvu. Negativan utjecaj na tijek bolesti imaju nadalje: muski spol,
imuni status u vrijeme zaraze, HLA Cw 4 genotip, dijabetes, hemokromatoza,
infekcija s virusom hepatitisa B. Utvrdeno je da uzimanje alkohola u ovih bolesnika
promovira oksidativni stres i dovodi do progresije bolesti. Nadalje, uzimanje alkohola
umanjuje ucinak interferonskog lijecenja. Pretilost je takoder negativan i neovisan (s
obzirom na genotip ili prisutnost ciroze) prediktor odgovora na terapijski postupak.

3. nadin Sirenja virusa - poslijetransfuzijski hepatitis nosi veci rizik za razvoj ciroze (36,

37, 38).




1.5. Imunoreakcija domacina na virusnu infekciju virusom hepatitisa C

Normalni odgovor na virusnu infekciju je indukcija imunoreakcije koja ¢e dovesti do kontrole
infekcije ili eliminacije virusa. Virusna infekcija u «naivnih» osoba (koje se nikada ranije nisu
susrele s virusom) inducira odgovor domacina koji je neposredno nakon zaraze brz i
nespecifican, a zatim odgoden i specifican (39). Nespecificni odgovor se javlja nekoliko sati
nakon pojave viremije 1 kontrolira virusno optere¢enje dok se specificni T 1 B stani¢ni
odgovor javlja nakon nekoliko dana i dovodi do iskorjenjivanja infekcije i stvaranja imunosti
(40).

Rani antigen-nespecificni odgovor protiv virusa ukljuuje neposredno stvaranje i akciju
interferona (o 1 B) od strane inficiranih stanica, aktivaciju komplementa te stanica s Fc
receptorima kao npr. stanica prirodnih ubojica (engl natural killer — NK stanica). Oba
interferona pokazuju antivirusnu aktivnost te povecavaju citotoksi¢nu aktivnost NK stanica. U
ve¢ine HCV inficiranih razvija se specifi¢na imunost. Na to ukazuje prisustnost anti-HCV
protutijela, T 1 B-stani¢ni odgovor te ekstrahepatiCcke manifestacije autoimune bolesti (41).
Nespecificni odgovor na HCV infekciju ukljucuje NK stanice, aktivaciju komplementa,
interferon te stvaranje citokina i kemokina urodene imunosti. Aktivirane dendriticne stanice
pobuduju diferencijaciju naivnih limfocita T u virus specificne CD4+ 1 CD8+ limfocite T.
CD4 molekule su biljeg pomo¢nickih limfocita T, koji prepoznaju antigen vezan za molekule
razreda II glavnog sustava tkivne snosljivosti - MHC (prema eng. major histocompatibility
complex), a CD8 molekule su biljeg citotoksi¢nih limfocita T (CTL) 1 prepoznaju antigen
vezan za MHC molekule razreda I (42, 43). Ta podjela medutim nije stroga i postoje
preklapanja. Iznimno CD4 limfociti T mogu pokazivati citoliticka svojstva, a CD8 limfociti T
proizvoditi regulacijske citokine koji su inace svojstveni CD4 limfocitima T. Specifi¢ni imuni
odgovor ukljucuje stani¢nu (citotoksi¢ni T-limfociti; CTL) 1 humoralnu imunost (protutijela).

Premda je HCV osjetljiv na interferon in vitro, novije su studije pokazale da HCV moze
interferirati s njegovom antivirusnom aktivno$¢u. HCV moze suprimirati intracelularnu
produkciju interferona zbog inhibitornog ucinka pojedinih nestrukturnih proteina HCV (NS3-
NS4A, NS5A) na sekreciju interferona (44, 45).

Takoder je dokazan inhibitorni u¢inak glikoproteina HCV na NK stanice (46). Vezanjem na

povrsinu NK stanica, glikoproteini inhibiraju njihovu aktivaciju, sekreciju citokina i
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citotoksi¢nu aktivnost. Studije in vitro su pokazale da NK stanice bolesnika zarazenih s HCV,
imaju smanjenu sposobnost aktivacije dendriti¢nih stanica u usporedbi sa zdravim osobama.
HCV u vedini slu€ajeva uzrokuje kroni¢nu infekciju. To€an mehanizam perzistencije virusa
jos uvijek nije poznat. Smatra se da su CD8+ limfociti T glavne antivirusne efektorske stanice
u HCV infekeiji (47, 48). Oni prepoznaju virusni antigen predoc¢en molekulama HLA-razreda
na antigen-prezentiraju¢im stanicama (specificno pobudivanje CD8+ limfocita) te na
inficiranim hepatocitima. Nadalje, antivirusna aktivnost CD8+ limfocita T ukljucuje
citotoksi¢nost i1 sekreciju antivirusnih citokina (49).

Tijekom akutne HCV infekcije s eliminacijom virusa, priblizno 4-8 tjedana nakon infekcije,
vidi se vrlo jaki multispecifi¢ni (na razliCite virusne epitope) CD8+ T stani¢ni odgovor (50).
Medutim, u ranoj fazi infekcije CD8+ limfociti ne mogu izlucivati antivirusne citokine kao
interferon. U kasnijoj fazi oni ponovno stjecu sposobnost produkcije citokina §to je povezano
s brzim smanjenjem viremije i eliminacijom virusa. Specificni CD8+ i CD4+ limfociti T
perzistiraju godinama nakon nfekcije, ¢ak dulje od humoralnog dgovora. Nasuprot tome, u
perzistentnoj HCV infekciji odgovor CD8+ limfocita je znatno slabiji i nije multispecifi¢an.
Osim CD8+ limfocita T, za uspjesnu eliminaciju HCV potrebni su CD4+ limfociti T kako bi
odrzali CD8+ T stani¢ni odgovor. U kroni¢noj je HCV infekciji odgovor CD4+ slab ili
izostaje, a oStecena je i njihova funkcija tj. smanjena je produkcija IL-2 (51).

Neki HCV proteini pokazuju imunomodulacijski u¢inak. Opazeno je da protein kapside (C)
djeluje na diferencijaciju limfocita T i1 njihovu funkciju. C protein veze se na receptore za
komplement na povrsini makrofaga i limfocita T $to smanjuje produkciju IL-2 1 proliferaciju
limfocita T (52). Novije su studije dokazale postojanje regulacijskih CD4+CD25+ T stanica u
bolesnika s kronicnom HCV infekcijom koje imaju vaznu ulogu u supresiji specificnog
imunog odgovora. Studije in vitro pokazale su da te stanice suprimiraju proliferaciju
specificnih CD4+ 1 CD8+ limfocita T kao i lucenje interferona Sto pospjesuje perzistenciju
virusa (53). Tijekom HCV infekcije opazene su modifikacije T i B epitopa $to omoguéuje
virusu da izbjegne imunoloSkom sustavu. Jedan od najvaznijih mehanizama perzistencije su
¢este mutacije u podru¢ju HVR-1 te nastanak kvazispecijesa Sto omogucuje HCV uspjesno
izbjegavanje imunoloskog odgovora. Osim hepatocita, HCV inficira limfocite T 1 B te

ostecuje njihovu funkciju (54).
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2. CITOKINI

Citokini su polipeptidi ili glikoproteini, molekularne mase od 6-70 kDa, koje izlucuju razlicite
stanice kao npr. limfociti, makrofagi, fibroblasti, monociti, endotelne i epitelne stanice obi¢no
kao odgovor na razli¢ite aktivacijske stimulanse a njihovo djelovanje se oCituje vezanjem za
specificne receptore u samoj stanici i na stani¢noj membrani. U citokine spadaju interleukini,
kemokini, tumorski ¢imbenici rasta i1 interferoni. Kljuénu ulogu u specificnom kao i
nespecifiénom antivirusnom odgovoru imaju citokini. Citokini djeluju na razini komunikacije
izmedu stanica, koja je neophodna za koordinaciju nespecificnog i antigen specificnog
imunosnog odgovora. Citokini djeluju lokalno i1 imaju vrlo kratak poluzivot (55). Oni su
glasnici koji, pored hormona i1 neurotransmitera, spadaju u vrlo vazne Cimbenike u
komunikaciji izmedu ljudskih stanica. Citokini predaju informaciju ciljnoj stanici, koja
izrazava odgovarajuci receptor. Nastaje aktivacija gena s posljedicnim fenotipskim ili
funkcionalnim promjenama ciljne stanice. Sintezu i otpuStanje citokina mogu zaustaviti
inhibitori moduliraju¢i biolosku aktivnost citokina ili inhibirajuci sposobnost odgovora ciljne
stanice. Citokini mogu biti pozitivni i negativni regulatori imunosnog odgovora. Citokini se
ponasaju kao snazne molekule koje se oslobadaju iz stanica, transportiraju se u druge dijelove
organizma i djeluju na funkcije drugih stanica §to dovodi do brojnih bioloskih ucinaka (56).
Efektorske funkcije tih proteina su aktivacija i diferencijacija stanice, kemotaksija i
proliferacija Sirokog spektra stanica. Aktivnost citokina ovisi o njihovoj koncentraciji u
mikrookoliSu 1 ja€ini ekspresije specificnih receptora na povrSini ciljne stanice. Izraz
interleukin obuhvac¢a grupu medijatora odgovornih za medusobno komuniciranje leukocita.
Danas poznajemo 29 vrsta interleukina, koji se nazivaju od IL-1 do IL-29. Stvaranje citokina
je potaknuto antigen specificnom aktivacijom limfocita CD4. Limfociti CD4 ili pomo¢nicki
limfociti T i njihovi citokini su glavni regulatori imunoloske reakcije. Humani imuni odgovor
na infekciju reguliran je ravnotezom izmedu Thl citokina (IL-2, IFN-y) i Th2 citokina (IL-4,
IL-5, IL-10).

Limfociti CD4 specijalizirani su u prepoznavanju intracelularnih patogena ili njihovih
produkata, aktivaciji makrofaga, ostalih limfocita T, limfocita B i NK stanica. Mogu unistiti

ciljne stanice kao Sto su inficirani monociti i makrofagi, pomoc¢u Fas-Fas liganda (FasL)(57).
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2.1. Uloga citokina u antivirusnom odgovoru na HCV infekciju

Uloga citokina u obrani od virusnih infekcija je dvojaka - direktna putem inhibicije virusne
replikacije 1 indirektna odredivanjem predominantnog puta odgovora domacina na virusnu
infekciju (58). S druge strane, u kontekstu upalnog odgovora protiv virusa citokini mogu
dovesti do ostecenja jetre. Postoje opre¢na misljenja o tome da li HCV ispoljava svoje ucinke
primarno putem citopatogenog ucinka koji je opazen u stanicnoj kulturi ili je imunosna
reakcija dominantna u razvoju bolesti. Cini se ipak da imuni odgovor na HCV odreduje tezinu
bolesti odnosno nekrozu hepatocita, fibrozu te uzrokuje razvoj ciroze i hepatocelularnog
karcinoma. Pomagacki limfociti T (Th) imaju srediSnju ulogu u kontroli imunog odgovora na
virus hepatitisa C. Limfociti Th su bitni za aktivaciju dendritickih stanica. Stimulacija CD40
biljega na dendritickim stanicama putem CD40 liganda na povrSini limfocita Th pokrece
sintezu IL-12, ekspresiju MHC i kostimulacijskih molekula (59). Pomagacki limfociti T mogu
aktivirati CD8 citotoksicke limfocite i NK putem Th 1 citokina.

1986. godine Mosman je predlozio da se limfociti T4 kategoriziraju prema citokinima koje
proizvode (60), u 3 vazna tipa stanice, a podjela je bazirana na funkcionalnim
karakteristikama limfocita: tip 0 (ThO); tip 1 (Thl); tip 2 (Th2).

Tip 0 (engl. T helper 0 — ThO) limfociti T4, koji se ne polariziraju u Thl ili Th2 fenotip i
mogu luciti proinflamatorne (IFN-y) i antiinflamatorne citokine (IL-4). Nastaju iz nezrelih

limfocita T4. ThO subpopulacija izlucuje IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y 1 IL-10.

2.2. TH1 i TH2 odgovor

Tip 1 (engl. T helper 1 - Thl) limfociti T4 (CD4+) koji izlucuju IL-1, -2, -3, IFN-y, TNF-B i
GM-CSF, ali ne IL-4, -5 ili -6. Vazne su im funkcije reakcija kasne preosjetljivosti, aktivacija
makrofaga i reakcije stani¢ne citotoksi¢nosti. Limfociti Th1 su proinflamatornog fenotipa.

Tip 2 (engl. T helper 2 - Th2) limfociti T4 koji luce IL-3, -4, -5, -6, -9, -10 i GM-CSF, ali ne
IL-2 ili IFN-y. Suraduju s limfocitima B, stimuliraju sekreciju IgE, aktiviraju bazofile i
mastocite 1 inhibiraju makrofage. Limfociti Th2 su antiinflamatornog fenotipa reakcije
stanicne citotoksi¢nosti.

Osim CD4 pomagackih limfocita T 1 CDS8 supresijski limficiti T mogu luéiti citokine Th 1 1

Th2. Citokini tipa 1 1 0 podupiru stani¢ni imuni odgovor dok su citokini tipa 2 ukljuceni u
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protutijelima posredovanu imunost - humoralnu imunost. Smatra se da je stani¢na
imunokreakcija povezana s eliminacijom HCV, budu¢i da su CDS8 citotoksicki limfociti T
glavne efektorske stanice koje prepoznaju i liziraju virusom inficiranu stanicu, a da je
humoralna imunoreakcija odgovorna za razvoj kronicne HCV infekcije (61,62).
Prevladavanje citokina tipa 2 u kroni¢nom hepatitisu C doprinosi persistenciji virusa zbog
inhibicije proliferacije limfocita T, ekspresije receptora za IL-2 (IL-2R), ekspresije gena
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engleski major hystocompatibility complex-MHC) i
smanjenog kapaciteta monocita za prezentaciju antigena (63, 64). Limfociti CD4 prepoznaju
antigen predo¢en pomocu glavnog sustava tkivne snosljivosti (engl. major histocompatibitily
complex — MHC), a oni Thl i Th2 populacije mogu postati citotoksi¢ni nakon §to prepoznaju
peptide, koje prezentira MHC sustav. CD8 limfociti T prepoznaju virusne peptide vezane za
MHC na povrsini inficiranih stanica 1 potom ubiju inficiranu stanicu indukcijom apoptoze
putem sekrecije perforin - granzima ili putem Fas - Fas L odnosno TNF-TNFR. Oba puta
aktiviraju kaspaznu kaskadu i dovode do fragmentacije jezgre i stani¢ne apoptoze. TNF
posredovana apoptoza je sporija i moze inducirati NF kB aktivaciju i ekspresiju gena za

prezivljavanje stanice (65).

Rezultati studija koje su ispitivale razine Th 1 i Th 2 citokina u HCV infekcijama su oprecni.
Neki su autori nasli povecani Th 2 odgovor u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C, dok su
drugi nasli pove¢anu populaciju Th 1 limfocita 1 povecano stvaranje Th 1 citokina nakon
mitogene stimulacije limfocita u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C (62, 63, 64, 65). U
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i viremijom smanjeno je stvaranje interleukina 12 (IL -
12) i INF-y u usporedbi sa zdravim HCV seropozitivnim osobama (66). Nije nadena razlika u
stvaranju 11-2, IL-10 i IL-12 izmedu hepatitis C pozitivnih bolesnika i zdravih kontrola, dok
IL-4 nije naden niti u zdravih niti u hepatitis C pozitivnih bolesnika. Bolesnici koji su se
oporavili od hepatitisa C (anti-HCV pozitivni ali HCV-RNA negativni) pokazuju snazan
multispecifi¢an CD4 T stani¢ni odgovor na sve HCV proteine. Nasuprot tome, u bolesnika s
kroni¢nin hepatitisom C imunoreakcija je slaba ili je uopée nema na nestrukturne proteine
virusa a samo tre¢ina njih pokazuje odgovor na HCV core protein (67, 68, 69, 70). Bolesnici
s kroni¢nim hepatitisom C pokazuju nedostatan prekursorski CTL odgovor za eliminaciju
virusa ali on moZe ubiti neke inficirane hepatocite i uzrokovati kroni¢ni hepatitis. HCV moze
poremetiti preradbu i prezentaciju antigena na hepatocitima i tako smanjiti njegovu vidljivost

za imunosni sustav (71, 72).
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2.3. Imunolo$ka reaktivnost u bolesnika na kroni¢noj dijalizi

Bolesnici na kroni¢noj hemodijalizi pokazuju brojne poremecaje imunoloske reaktivnosti.
Opisan je nedostatan T stani¢ni imuni odgovor nakon cijepljenja. Samo 60% HD bolesnika
ima pozitivan tuberkulinski test. LoS je odgovor na cjepiva s antigenima ovisnim o
limfocitima T, kao Sto su influenza i hepatitis B (73). Suprotno tome, dobar je dogovor na
cjepiva koja sadrze velike polisaharidne molekule koje mogu direktno stimulirati limfocite B
na stvaranje protutijela, kao npr. cjepivo protiv pneumokoka ili stafilokoka. Testovi in vitro
pokazuju da je funkcija limfocita B u smislu proizvodnje protutijela i sinteze citokina u
bolesnika s uremijom normalna (74). Kontakt krvi s membranom dijalizatora dovodi do brze
produbljene leukopenije nakon pocetka HD, stvaranja bioloski aktivne komponente
komplementa C5a, ostecenja funkcije perifernih mononukleranih stanica (PBMC), neutrofila i
monocita te oslobadanja proupalnih citokina od strane PBMC. Citokini se nakupljaju u plazmi
bolesnika na HD. U plazmi bolesnika na HD mogu biti povecani citokini IL-13, TNFa, IL-6,
IL-10 (75, 76). Opisane su povecane razine solubilnog receptora interleukina 2 (sIL-2R) u
krvi bolesnika na hemodijalizi, u odnosu na zdrave ispitanike. OSte¢enje funkcije limfocita T
u HD bolesnika dovodi do neadekvatnog lucenja citokina i odgovorno je za defektan
imunoloski odgovor (77, 78). Aktivacija limfocita T u bolesnika na HD dovodi do odgovora
tipa Thl. Ti citokini zajedno sa citokinima koji su stvoreni zbog bioinkompatibilne membrane
ili kontaminanata prisutnih u dijalizatu, uzrokuju sintezu i oslobadanje proteina akutne faze
npr. CRP, serumskog amiloida A i fibrinogena. Klinicka stanja povezana s lucenjem i
oslobadanjem citokina uklju¢uju amiloidozu, malnutriciju i aterogenezu (79, 80, 81).

U HD bolesnika prevladava TH1 odgovor. U tih bolesnika opazen je visok postotak monocita
koji luce IL-12 koji potice TH1 odgovor. Postoji hiperprodukcija proupalnih citokina i
neravnoteza aktivacije limfocita T. Nadalje, u hemodijaliziranih bolesnika postoji neravnoteza
izmedu proupalnih citokina (IL1-B, TNF IL-6) i njihovih inhibitora. Poznato je da tip
membrane dijalizatora utjeCe na stvaranje citokina. U bolesnika dijaliziranih na Hemofan 1

Kuprofan membrani opazene su povecane razine TNF- a i IL-1 te IL-6 (82, 83, 84, 85, 86).
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3. HIPOTEZA

Na temelju dosadasnjih istrazivanja u bolesnika sa kroni¢ninim hepatitisom C i normalnom
bubreznom funkcijom prevladava tzv Th2 odgovor koji doprinosi persistenciji viremije i
razvoju kroni¢nog hepatitisa. Th2 odgovor opazen je i u HCV pozitivnih bolesnika nakon
neuspjesne terapije interferonom alfa. Pretpostavljam da ¢e u grupi hemodijaliziranih
bolesnika sa kroni¢nim hepatitisom C i prisutnom viremijom, takoder prevladavati Th2
odgovor, dok u malobrojnoj grupi bolesnika koji su eliminirali virus (HCV-RNA negativni)

o¢ekujem Thl odgovor.

4. CILJEVI RADA

a) Utvrditi razlike u serumskim koncentracijama citokina izmedju HCV pozitivnih i
HCYV negativnih bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi.

b) Utvrditi razlike u serumskim koncentracijama citokina izmedu HCV-RNA pozitivnih i
HCV-RNA negativnih bolesnika.

c) Istraziti odnos izmedu cirkuliraju¢ih citokina i1 jetrenih enzima u HCV pozitivnih
bolesnika te njihovu ulogu u patogenezi kronicne HCV infekcije.

d) Istraziti odnos virusnog opterecenja i citokina u bolesnika s kronicnim C hepatitisom.
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5. BOLESNICI I METODE

5.1. Bolesnici

U istrazivanje su bili ukljuceni bolesnici na kroni¢noj hemodijalizi s kronicnim hepatitisom C
koji ispunjavaju slijedece kriterije (31 bolesnik);

- na kroni¢noj hemodijalizi preko 6 mjeseci

- anti-HCV (EIA 3) pozitivni

- Polisulfon dijalizator

- odsutnost klinickih i biokemijskih znakova akutne ili kroni¢ne upale (izuzev HCV infekcije)
- odsutnost alkoholne ili autoimune bolesti jetre

- HBs Ag negativni

- bez imunosupresivne terapije

Bolesnici na kroni¢noj hemodijalizi nezarazeni s hepatitisom C posluzili su kao kontrolna
skupina (28 bolesnika);

- na kroni¢noj hemodijalizi preko 6 mjeseci

- anti HCV negativni

- Polisulfon dijalizator

- odsutnost akutne ili kroni¢ne upale

- HBs Ag negativni

- bez imunosupresivne terapije

Svi bolesnici bili su upoznati s istrazivanjem i dali su svoj pristanak.

HCYV pozitivni bolesnici ovisno o nalazu HCV-RNA 1 vrijednostima transaminaza podijeljeni
se u 3 skupine.

I skupina: HCV-RNA pozitivni s poviSenim jetrenim enzimima u serumu (ALT i/ili GGT ) u
najmanje 2 uzastopne kontrole.

IT skupina: HCV-RNA pozitivni s normalnim vrijednostima ALT i/ili GGT.

III skupina: HCV-RNA negativni s urednim vrijednostima ALT i/ili GGT u serumu (7

bolesnika).
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Svi bolesnici dijalizirani su 3 puta tjedno po 4-4,5 sata, na monitorima tvrtke Fresenius i
bikarbonatnoj dijalizi. Svi bolesnici dijalizirani su na polisulfonskom dijalizatoru. Monitori se
nakon svake smjene kemijski dezinficiraju. Podjednak broj HCV pozitivnih i HCV negativnih

bolesnika prima eritropoetin.

5.2. Biokemijski parametri odredeni u serumu

U serumu bolesnika odredena je koncentracija slijedecih citokina:

Interleukina -2 (IL-2), Interleukina 4 (IL-4), Interleukina 6 (IL-6), Interleukina 8 (IL-8),
Interleukina 1a (IL-1a), Interleukina 1p (IL-1p), Interleukina — 10 (IL-10), Interferona
gamma (INF-y), Cimbenika rasta vaskularnog endotela - Vascular Endothelial Growth
Factor — VEGF, Epidermalnog ¢imbenika rasta - Epidermal growth Factor (EGF),
Proteina koji uzrokuje kemotaksiju monocita — Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-

1) i Cimbenika koji uzrokuje odumiranje tumora - Tumor necrosis factor o - (INF a).

Uzorci krvi za odredivanje citokina uzimani su iz arterijske linije prije ukljucenja na dijalizu.
U bolesnika na kroni¢noj HD rutinski se svaka 2 mjeseca odreduju hematoloski i biokemijski
nalazi (ureja, kreatinin, urati, elektroliti, ukupni proteini, transaminaze, KKS, sedimentaciju,
CRP). Za odredivanje citokina upotrijebljen je dio seruma koji se uzima za redovnu rutinsku
biokemiju. Dakle nije potrebno posebno vadenje krvi. Svjezi uzorci su nakon centrifugiranja
biti pohranjeni na - 20° C do odredivanja citokina. Zamrznuti uzorci bili su analizirani tzv
Biochip Array tehnologijom u RANDOX Lab, Crumlin, United Kingdom (metoda je opisana
u Clinical Chemistry 2005; 51:7:1165-1176).

Biochip Array tehnologija se koristi u simultanom kvantitativnom odredivanju razlicitih
citokina iz jednog pacijentovog uzorka. Osnovna tehnologija je mikrocip tvrtke Randox koji
sadrzi polja testnih regija sa mobiliziranim protutijelima specifi¢nim za razli¢ite citokine i
faktore rasta (prema engl» sandwich chemiluminescent immunoassay»). Analizom uzorka,
citokini se vezu za protutijelo vezano za povrSinu bioCipa. U uzorak se potom doda
sekundarno protutijelo (konjugirano) koje se veze na drugu funkcionalnu grupu vezanog
citokina. Povecana vrijednost citokina u uzorku dovesti ¢e do povecanog vezivanja protutijela

vezanog za peroksidazu (HRP) i pojacanja kemiluminiscentnog signala. Svjetlosni signal
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generiran iz svake testne regije na bioCipu zabiljezen je digitalnom tehnologijom 1 usporeden
s referalnim vrijednostima. Koncentracija citokima prisutna u uzorku izraCunata je putem

kalibracijske krivulje 1 prikazana na ekranu.

U svih bolesnika na kroni¢noj dijalizi rutinski se svaka 3 mjeseca odreduju slijede¢i markeri
hepatitisa: HbsAg, anti HBs te anti HCV 3. generacija testa Ortho HCV ELISA test system
(Ortho Diagnostic Systems, Inc, Raritan, N.J.).

U HCV pozitivnih bolesnika odreden je i HCV-RNA kvalitativno PCR tehnikom - Amplicor
HCV test Roche te kvantitativnho odredivanje int. jedinica HCV-RNA u mililitru seruma
(Amplicor Monitor test tvrtke Roche).

U HCV-RNA pozitivnih bolesnika odreden je i HCV genotip (INNO-LiPA HCV II test —

Innogenetics, Zwijndrecht, Belgium).
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6. STATISTICKA OBRADA

Numericke varijable testirane su na normalnost raspodjele Kolmogorov - Smirnov testom. Za
testiranje razlika izmedu grupa numerickih varijabli koristeni su parametrijski testovi (t-test,
ANOVA) u slucaju normalne raspodjele. Za numericke varijable ¢ija distribucija odstupa od
normalne koriSteni su neparametrijski testovi (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis). Distribucije
su prikazane tabli¢no i graficki (histogram za distribuciju jedne numericke varijable, box-plot
za usporedbu viSe numeriCkih varijabli, scatter-plot za prikaz korelacija numerickih i
ordinalne varijable, populacijske piramide za prikaz distribucije numeric¢ke varijable prema
nominalnoj 1 pite za distribuciju nominalnih varijabli). Za usporedbu nominalnih kategorijskih
varijabli koriSteni su Hi-kvadrat i Fisher-ov egzaktni test. Za post-hoc analizu koristeni su
Scheffe-ov test i metoda po Bonferroniju. Korelacije numerickih i ordinalne varijable
(logaritam broja kopija virusa) testirane su Spearman-ovim testom korelacije.

Razina statisticke znacajnosti izabrana je na 0=0.05.

Za obradu podataka koriSten je programski paket STATA/IC ver. 11.02.
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7. REZULTATI

7.1. Karakteristike ispitanika (n =172)

Demografska i klinicka obiljezja u ispitanika na hemodijalizi i kontrolnih zdravih ispitanika

prikazana su u tablici 1 i slici 4.

Zdravi ispitanici su mladi u odnosu na ispitivane bolesnike na hemodijalizi.

U zdravih ispitanika prevladava muski spol

Tablica 1. Demografska i klinicka obiljeZja ispitanika na hemodijalizi i kontrolnih

zdravih ispitanika

Obiljezja Ispitanici na hemodijalizi Zdravi ispitanici
broj 59 113
spol (m/z) 31/28 72/41
dob (godine) 54 +16 41 £12
HCV - 28
HCV + 31
HCV-RNA + 24
HCV-RNA - 7
Genotip
1a 5
1b 15
3a 4
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Slika 4. Distribucija prema dobi i spolu zdravih ispitanika i ispitanika na hemodijalizi

Nema razlike u spolu 1 dobi u hepatitis C pozitivnih i1 hepatitis C negativnih bolesnika na

hemodijalizi.
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Zastupljenost pojedinih genotipova virusa hepatitisa C u bolesnika na hemodijalizi prikazana

jenaslici 5.

mla
mlb

W 3a

Slika 5. Zastupljenost pojedinih genotipova hepatitis C virusa u zaraZzenih bolesnika

U nasih ispitanika na hemodijalizi (slika 5) zarazenih hepatitisom C zastupljenost pojedinih
genotipova virusa hepatitisa C odgovara onoj u opcoj populaciji. Najzastupljeniji je genotip
1b u 62% HCV pozitivnih bolesnika na dijalizi, zatim genotip la u 21% HCV pozitivnih

bolesnika te genotip 3a u 17% HCV pozitivnih bolesnika na hemodijalizi.
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7.2. Koncentracije citokina u serumu bolesnika na hemodijalizi

Serumska koncentracija razlicitih citokina u bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika
mjerena je na citokinskom mikrocipu koji je omogucavao istodobno odredivanje vise citokina
s raznim bioloSkim funkcijama. Rezultati izmjerenih koncentracija prikazani su u tablici 2.

U ispitanika na hemodijalizi nadena je poviSena koncentracija proupalnih citokina IL-1B (p<
0,001); TNF-a (p<0,001); MCP —1 (p<0.008); IL-8 (p<0.031) i IL-6 (p<0,001).

Nasuprot tome, snizena je koncentracija IL-2 (p<0,001); IL-4 (p<0.001) i VEGF (p<0,036). U
zdravih ispitanika nadena je poviSena serumska koncentracija EGF (p<0,001). Nadalje, nije
bilo znacajne razlike u koncentraciji INF-y (p=0,692); IL-1a (p=0.443) 1 IL-10 (p=0,057)

izmedu zdravih ispitanika i1 bolesnika na hemodijalizi.
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Tablica 2. Serumska koncentracija citokina u zdravih ispitanika

i bolesnika na

hemodijalizi

zdravi ispitanici bolesnici na dijalizi
citokini N x SD N x SD P
IL-2 113 4,12 3,27 59 2,59 5,40 0,001
IL-4 113 2,24 2,72 59 1,35 3,86 0,000"
IL-6 113 1,42 3,68 59 14,46 47,78 0,000
IL-8 113 33,17 48,46 59 42,07 55,68 0,031
IL-10 113 0,28 0,72 59 1,79 5,56 0,057
VEGF 113 219,41 148,58 59 170,91 131,12 0,036
INF-y 113 1,90 2,60 59 2,26 4,42 NS
TNF-a 113 9,94 17,78 59 10,72 3,66 0,000
IL-1a 113 0,16 0,50 59 0,23 0,95 NS
IL-B 113 0,38 0,79 59 3,71 14,98 0,001
MCP-1 113 329,78 110,58 59 393,70 156,05 0,008
EGF 113 188,52 95,74 59 115,61 125,06 0,000

*P<0,001, NS — nije signifikantno
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7.3. Koncentracija citokina u serumu bolesnika na hemodijalizi zaraZenih s virusom

hepatitisa C

Hemodijalizirani bolesnici Cesto su zarazeni virusom hepatitisa C. U nasoj populaciji
bolesnika na hemodijalizi 25% njih je bilo zaraZeno s virusom hepatitisa C.

Istrazili smo da li kroni¢na infekcija s virusom hepatitisa C dovodi do selektivnih promjena u
koncentracijama serumskih citokina u usporedbi sa zdravim ispitanicima.

Rezultati te usporedbe prikazani su u tablici 3 i na slikama 7-13.

Infekcija s virusom hepatitisa C znacajno povecava koncentraciju proupalnih citokina IL-6
(p<0,001), TNF -o (p=0,012) 1 IL-1B (p<0,003). Nasuprot tome, serumska koncentracija IL-4
(p=0,009) 1 EGF (p<0,001) znacajno je snizena u inficiranih hemodijaliziranih ispitanika.
Serumske koncentracije IL-2, IL-8, IL-1a, IL-10, INF-y i VEGF znacajno se ne razlikuju
izmedu hemodijaliziranih ispitanika zarazenih s virusom hepatitisa C i zdravih kontrolnih

ispitanika.
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Tablica 3. Serumska koncentracija citokina u zdravih ispitanika i bolesnika na

hemodijalizi zaraZenih s virusom hepatitisa C

citokini zdravi ispitanici HCV+
N x SD N x SD P

IL-2 113 4,12 3,27 31 4,10 6,81 NS
1L-4 113 2,24 2,72 31 1,55 4,58 0,009
IL-6 113 1,42 3,68 31 18,84 65,62 0,000%
IL-8 113 33,17 48,46 31 35,15 38,89 NS
IL-10 113 0,28 0,50 31 1,44 3,72 NS
VEGF 113 219,41 0,79 31 153,56 82,22 NS
INF-y 113 1,90 17,78 31 2,36 4,27 NS
TNF-a 113 9,94 110,59 31 10,62 4,08 0,012
IL-1a 113 0,16 0,72 31 0,41 1,28 NS
IL-B 113 0,38 2,60 31 6,16 20,46 0,003
MCP-1 113 329,78 95,74 31 395,01 186,02 NS
EGF 113 188,52 148,58 31 124,44 129,81 0,000+

*P<0,001, NS- nije signifikantno
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Usporedili smo i1 serumske koncentracije citokina hemodijaliziranih ispitanika koji nisu
zarazeni virusom hepatitisa C s onima u zdravih ispitanika. Rezultati te analize prikazani su u
tablici 4.

Ova podskupina hemodijaliziranih ispitanika takoder ima znacajno povisene koncentracije
proupalnih citokina IL-6 (p<0,001); TNF -a (p<0,006) i MCP-1 (p=0,039) te snizene
koncentracije IL-2 (p<0,001); IL-4 (p=0,012) 1 EGF (p<0,001).

Serumske koncetracije IL-8, IL-10, INF-y, IL-1a, IL-1B 1 VEGF bitno se ne razlikuju izmedu

hemodijaliziranih ispitanika koji nisu zaraZeni s virusom hepatitisa C i zdravih ispitanika.

Tablica 4. Serumska koncentracija citokina u zdravih ispitanika i bolesnika na

hemodijalizi nezaraZenih s virusom hepatitisa C

citokini zdravi ispitanici HCV-

N x SD N x SD P
IL-2 113 4,12 3,27 28 0,92 2,34 0,000%
IL-4 113 2,24 2,72 28 1.12 2,95 0,012
IL-6 113 1,42 3,68 28 9,60 8,51 0,000+
IL-8 113 33,17 48,46 28 49,73 69,73 NS
IL-10 113 028 0,50 28 2,17 7,12 NS
VEGF 113 219,41 0,79 28 190,11 169,40 NS
INF-y 113 1,90 17,78 28 2,16 4,66 NS
TNF-a 113 9,94 110,59 28 10,82 3,22 0.006
IL-1a 113 0,16 0,72 28 0,03 0,11 NS
IL-B 113 0,38 2,60 28 1,00 1,55 NS
MCP-1 113 329,78 95,74 28 392,25 117,72 0,039
EGF 113 188,52 148,58 28 105,84 121,18 0,000%

*P<0,001, NS- nije signifikantno
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Usporedba serumskih koncentracija citokina u hemodijaliziranih ispitanika zarazenih i
nezarazenih s virusom hepatitisa C prikazana je u tablici 5 i tablici 6.

Te dvije podskupine hemodijaliziranih ispitanika znacajno se razlikuju jedino u koncentraciji
IL-2. Naime hemodijalizirani ispitanici koji su zaraZeni s virusom hepatitisa C imaju poviSenu
serumsku koncetraciju IL-2 (p=0,021), u usporedbi s ispitanicima koji nisu zaraZeni s virusom
hepatitisa C.

Tablica 5. Serumska koncentracija citokina u bolesnika na hemodijalizi zaraZenih

(HCV+) i nezaraZenih s virusom hepatitisa C (HCV-)

citokini HCV + HCV-

N x SD N x SD P
IL-2 31 4,10 6,81 28 0,92 2,34 0,021
IL-4 31 1,55 4,58 28 1.12 2,95 NS
IL-6 31 18,84 65,62 28 9,60 8,51 NS
IL-8 31 35,15 38,89 28 49,73 69,73 NS
IL-10 31 1,44 3,72 28 2,17 7,12 NS
VEGF 31 153,56 82,22 28 190,11 169,40 NS
INF-y 31 2,36 4,27 28 2,16 4,66 NS
TNF-a 31 10,62 4,08 28 10,82 3,22 NS
IL-1o 31 0,41 1,28 28 0,03 0,11 NS
IL-B 31 6,16 20,46 28 1,00 1,55 NS
MCP-1 31 395,01 186,02 28 392,25 117,72 NS
EGF 31 124,44 129,81 28 105,84 121,18 NS

NS- nije signifikantno

29




Tablica 6. Serumska koncentracija citokina u bolesnika na hemodijalizi s pozitivnim i

negativnim nalazom virusne RNA

citokini RNA + RNA -

N x SD N x SD P
IL-2 24 3,80 7,65 7 1,76 2,89 0,039
IL-4 24 1,89 5,15 7 0,98 2,68 NS
IL-6 24 22,99 74,37 7 4,61 4,58 NS
IL-8 24 30,07 28,64 7 52,55 62,95 NS
IL-10 24 1,74 4,18 7 0,39 0,67 NS
VEGF 24 145,42 85,60 7 181,48 67,33 NS
INF-y 24 2,45 4,67 7 2,03 2,73 NS
TNF-a 24 10,75 3,04 7 10,19 6,88 NS
IL-1a 24 0,52 1,45 7 0,06 0,15 NS
IL-B 24 7,87 23,07 7 0,30 0,51 0,083
MCP-1 24 392,39 185,59 7 404,01 202,13 NS
EGF 24 142,90 141,79 7 61,14 33,83 NS

NS- nije signifikantno

Isto tako slaba je povezanost izmedu pojedinih genotipova virusa hepatitisa C i serumske
koncetracije citokina (Tablica 7). Sistematska usporedba serumskih koncentracija citokina u
hemodijaliziranih ispitanika zaraZenih sa razli¢itim genotipovima virusa hepatitisa C otkrila je
da je jedino koncentracija TNF-o znaCajno snizena u ispitanika zarazenih s genotipom la u

usporedbi s genotipom 1b, odnosno 3a (p=0,014).

30




Tablica 7. Serumska koncentracija citokina u bolesnika na hemodijalizi s razli¢itim

genotipovima virusa hepatitsa C

citokini 1a 1b 3a

x SD x SD x SD P
IL-2 3,73 5,51 3,76 9,09 4,06 4,77 NS
IL-4 1,36 3,04 1,05 2,89 5,68 11,36 NS
IL-6 6,30 4,37 8,87 7,40 96,82 182,75 NS
IL-8 46,32 52,13 24,60 20,61 30,29 9,56 NS
IL-10 0,71 1,03 2,17 5,21 1,41 1,80 NS
VEGF 192,94 152,26 139,89 59,92 106,73 50,98 NS
INF-y 0,00 0,00 3,64 5,54 1,05 2,11 NS
TNF-a 9,51 1,61 11,03 2,84 11,21 5,17 0,014
IL-1a 0,09 0,21 0,06 0,15 2,79 2,76 NS
IL-B 1,01 1,55 11,29 28,92 3,61 3,83 NS
MCP-1 309,01 167,79 414,96 205,29 411,95 123,35 NS
EGF 104,71 78,56 149,64 163,29 165,38 134,71 NS

NS- nije signifikantno
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Slika 7. Koncentracija IL-2 u zdravih ispitanika i hemodijaliziranih bolesnika zaraZenih

i nezaraZenih s virusom hepatitisa C
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Slika 8. Koncentracija IL-4 u zdravih ispitanika i hemodijaliziranih bolesnika zaraZenih

i nezaraZenih s virusom hepatitisa C
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Slika 9. Koncentracija IL-6 u zdravih ispitanika i hemodijaliziranih bolesnika zaraZenih

i nezaraZenih s virusom hepatitisa C
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Slika 10. Koncentracija TNF-a u zdravih ispitanika i hemodijaliziranih bolesnika

zaraZenih i nezarazZenih s virusom hepatitisa C
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Slika 11. Koncentracija IL-1p u zdravih ispitanika i hemodijaliziranih bolesnika

zaraZenih i nezarazenih s virusom hepatitisa C
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Slika 12. Koncentracija MCP-1 u zdravih ispitanika i hemodijaliziranih bolesnika

zaraZenih i nezarazZenih s virusom hepatitisa C
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Slika 13. Koncentracija EGF u zdravih ispitanika i hemodijaliziranih bolesnika

zaraZenih i nezaraZenih s virusom hepatitisa C
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7.4. Koncentracija transaminaza, C-reaktivnog proteina i feritina u serumu bolesnika

zaraZenih s virusom hepatitisa C

Serumske koncentracije transaminaza, C-reaktivnog proteina i feritina u hemodijaliziranih
bolesnika zaraZenih s virusom hepatitisa C prikazane su u tablici 8 1 slikama 14,15,16,17,18 1
19.

Zarazenost virusom hepatitisa C ima za posljedicu poviSene koncentracije transaminaza ALT
(p=0,001) i GGT (p=0,022).

Razina C-reaktivnog proteina znacajno se ne razlikuje s obzirom na razinu u bolesnika koji
nisu zarazeni hepatitisom C (p=0,513). Drugim rije¢ima zarazenost virusom hepatitisa C ne
povecava dodatno razinu CRP. Nasuprot tome, serumska koncentracija feritina znacajno je

viSa u hemodijaliziranih bolesnika koji nisu zarazeni s virusom hepatitisa C (p<0,001).

U bolesnika s dokazanom virusnom RNA (Tablica 9) serumske koncentracije transaminaza su
poviSene u hemodijaliziranih bolesnika s pozitivnom virusnom RNA. Koncentracija C-
reaktivnog proteina bitno se ne razlikuje medu skupinama, dok je koncentracija feritina
znacajno povisena u bolesnika s dokazanom virusnom RNA.

Razni genotipovi virusa hepatitisa C ne pokazuju selektivan u¢inak na serumske koncentracije

transaminaza, C-reaktivnog proteina i feritina (Tablica 10).
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Tablica 8. Serumska koncentracija transaminaza, CRP i feritina u bolesnika zarazenih

virusom hepatitisa C

HCV + HCV -
x SD x SD P
ALT 40,81 32,54 18,54 8,00 0,001
GGT 44,45 62,18 2236 17,99 0,022
CRP 3,43 3,60 3,32 2,57 0,513
feritin 436,67 981,81 507,94 242,61 0,000%

*P<0,001

Tablica 9. Serumska koncentracija transaminaza, CRP i feritina u bolesnika s

pozitivnim i negativnim nalazom virusne RNA

HCV-RNA + HCV-RNA -

x SD x SD P
ALT 48,00 33,77 18,06 7,30  0,000%
GGT 50,33 69,11 22,74 18,17 0,003
CRP 2,78 2,57 3,78 3,43 0,231
feritin 483,17 111,12 461,80 247,23 0,01

*P<0,001

37



Tablica 10. Serumska koncentracija transaminaza, CRP i feritina u bolesnika s

razli¢itim genotipovima virusa hepatitisa C

1a 1b 3a

x SD x SD x SD P
ALT 37,20 31,30 47,46 35,76 62,75 31,35 NS
GGT 28,00 12,083 59,74 86,00 44,0 24775 NS
CRP 2,84 3,13 2,73 2,45 2,93 3,07 NS
feritin 272,00 64,24 624,67 1405,58 216,53 70,04 NS

NS- nije signifikantno
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Slika 14. Koncentracija ALT u hemodijaliziranih bolesnika zarazZenih i nezaraZenih s

virusom hepatitisa C
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Slika 15. Koncentracija GGT u hemodijaliziranih bolesnika zaraZenih i nezaraZenih s

virusom hepatitisa C
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Slika 16. Koncentracija CRP u hemodijaliziranih bolesnika zarazZenih i nezaraZenih s

virusom hepatitisa C
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Slika 17. Koncentracija feritina u hemodijaliziranih bolesnika zaraZenih i nezaraZenih s

virusom hepatitisa C
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Slika 18. Koncentracija GGT u hemodijaliziranih bolesnika s pozitivnim i negativnim

nalazom virusne RNA hepatitisa C
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Slika 19. Koncentracija ALT u hemodijaliziranih bolesnika s pozitivnim i negativnim

nalazom virusne RNA hepatitisa C
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7.5. Korelacija viremije i serumskih koncentracija citokina u hemodijaliziranih

bolesnika zaraZenih s virusom hepatitisa C

Analizirali smo mogucu povezanost viremije (broja kopija virusa hepatitisa C) i serumske
koncentracije pojedinih citokina i drugih laboratorijskih parametara. Viremiju smo izrazili
kao logaritam broja kopija virusa. Zastupljenost pojedinih logaritama viremije prikazana
je na slici 20.

Viremija je u veéine bolesnika (74%) iznosila 10° i 10°. Samo u jednog bolesnika viremija

je iznosila 107, a u 13 % bolesnika viremija je iznosila svega 10°.

1;4%

W 10EXP3
m10EXP4
W10 EXP5
W10 EXP6
m10EXP7

Slika 20. Zastupljenost viremije izraZene kao logaritam kopija HCV-RNA u bolesnika

na dijalizi
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Korelacija viremije 1 serumske koncentracije IL-10, IL-1a 1 ALT graficki je prikazana na
slikama 21, 22 1 23, a svi koeficijenti korelacije sa pripadnom razinom statisticke znacajnosti

navedeni su u tablici 12.

Nadena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu boja kopija virusa i koncentracije

IL-10 (p=0,031), IL-1a (p=0,017), IL-4 (p=0,05) i ALT (p=0,033).

Tablica 12. Koeficijenti korelacije izmedu logaritma broja kopija virusa i koncentracije

citokina u hemodijaliziranih bolesnika

Spearman's P

rho (N=23)
IL-2 0,177 NS
IL-4 0,413 0,050
IL-6 0,189 NS
IL-8 0,215 NS
IL-10 0,451 0,031
VEGF -0,065 NS
INF-y -0,292 NS
TNF-a -0,197 NS
IL-1a 0,494 0,017
IL-1B 0,345 NS
MCP-1 -0,203 NS
EGF 0,180 NS
ALT 0,446 0,033
GGT 0,311 NS
crp 0,019 NS
feritin 0,074 NS

NS- nije signifikantno
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IL1A

Log broj kopija virusa

Slika 21. Koleracija izmedu broja kopija virusne RNA i koncentracije IL-1a u
hemodijaliziranih bolesnika
(Testirano Spearmanovim testom)

207

IL10
1

Log broj kepija virusa

Slika 22. Koleracija izmedu broja kopija virusne RNA i koncentracije IL-10 u
hemodijaliziranih bolesnika
(Testirano Spearmanovim testom)
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8. RASPRAVA

Preko 50% osoba s akutnim hepatitisom C razvije kroni¢nu infekciju koja u 15-20% kroni¢no
oboljelih dovodi do ciroze i raka jetre (19, 22, 33). Nekoliko ¢cimbenika utjece na ishod akutne
HCYV infekcije. Na prvom mjestu je snazna i multispecifi¢na reakcija limfocita T na HCV
antigene u akutnoj fazi hepatitisa C, zatim aktivnost citotoksi¢nih T- limfocita (CTL) protiv
HCYV epitopa, te genetski ¢imbenici zaraZzenog domacina i genotip virusa (kvazispecijesi),
(43, 44, 46). Citokini su medijatori koje luce pretezito limfociti i monociti. Njihova je
bioloSka uloga u komunikaciji izmedu stanica i regulaciji imunosnog odgovora. Razliciti
mehanizmi mogu igrati ulogu u interakciji izmedu virusa i domacina, a sam virus moze
izbje¢i mehanizme obrane domacina (43). Jedan od tih mehanizama je inhibicija produkcije
Thl citokina na razini sinteze mRNA posredovanjem virusnog citokina IL-10, koji pokazuje
70% strukturnu homologiju humanom IL-10 (43). Drugi mehanizam je inhibicija sinteze INF
u stanicama domacina (50). Pretpostavlja se da je neuspjesnost kontrole HCV infekcije
posljedica neadekvatnog lucenja citokina IL-4 i IL-10 od strane monocita-makrofaga i nekih
T limfocita. Povisene vrijednosti tih citokina - tzv Th2 citokini nadene su u krvi bolesnika s
kroni¢nim C hepatitisom i one mogu inhibirati stani¢no posredovani odgovor inferferencijom
s aktivacijom i funkcijom limfocita T (51, 52).

Rezultati istrazivanja citokina u bolesnika s kronicnom HCV infekcijom su kontroverzni.
Neki su autori (63, 64, 66, 68, 69,70) nasli povisene vrijednosti Th2 citokina u bolesnika s
kronicnom HCV infekcijom i zdravim bubrezima. Nasuprot tome, Bergamini i Sarih nisu
nasli razliku u postotku Th2 limfocita (IL-4, IL-13) izmedu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom
C 1 kontrolne skupine. Oni su naprotiv nasli povecano stvaranje Thl citokina nakon mitogene
stimulacije perifernih limfocita HCV + bolesnika.

Napoli i sur. nasli su pove¢ane koncentracije INF-y i IL-2 mRNA u tkivu jetre bolesnika s
kroni¢nim hepatitisom C Sto bi upucivalo na Cinjenicu da te citokine stvaraju CD4 limfociti
lokalno u tkivu jetre. Koncentracije m RNA - INF-y i IL-2 korelirale su pozitivno s stupnjem
fibroze jetre 1 portalnom upalom.

U bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi situacija je puno sloZenija. Kroni¢na dijaliza u
izvjesnoj mjeri modificira normalni imuni odgovor kako T tako i B limfocita, nakon antigene
stimulacije, a oStecen je 1 odgovor T-limfocita nakon cijepljenja (79). U bolesnika koji se
dijaliziraju na niskoproto¢nim ili tzv. low-flux celuloznim membranama utvrdena je

prisutnost preaktiviranih T-limfocita, poviSene vrijednosti IL-1, TNF-a, IL-6, inhibitora
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citokina (s IL-2R) te sinteza i oslobadanje proteina akutne faze (CRP, serumskog amiloida i
fibrinogena) (80, 81, 82, 83).

Rostaing je nasao da u bolesnika na hemodijalizi zarazenih hepatitisom C, T limfocitni profil
citokina nije zahvacen prisutnom kronicnom HCV infekcijom. Opazen je slicni Thl i Th2
profil citokina u obje grupe hemodijaliziranih bolesnika. Ti su rezultati dobiveni citokinskom
flow-citometrijom. Usporedujuci bolesnike na kroni¢noj dijalizi i zdrave dobrovoljce nije
nasao razlike u intracitoplazmatskoj ekspresiji citokina INF-y, TNF-a, IL-5, IL-6 i IL-10.
Medutim postotak limfocita s IL-2 i1 IL-4 je bio znacajno nizi u zdravih dobrovoljaca te je
zakljucCio da limfociti T bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi pokazuju snaznu ekspresiju Thl
citokina (IL-2, INF-y, TNF-a) dok je ekspresija citokina tipa 2 marginalna. Naden je jedino
IL-4 u znacajnom broju T limfocita. Slican profil Thl citokina naden je i u zdravih
dobrovoljaca osim IL-2 koji je bio veci u bolesnika na hemodijalizi. Nasi rezultati poklapaju
se s rezultatima studije Bergaminija i sur. koji su istrazivali razlike u profilu citokina
metodom flow citometrije u bolesnika zarazenih virusom hepatitisa C i zdravih dobrovoljaca.
Oni su nasli poveéani postotak Thl stanica (INF-y 1 IL-2) u «naivnih« i memorijskih CD4 i
CD8 limfocita T u bolesnika zarazenih hepatitisom C. Mi smo takoder nasSli povecane
serumske koncentracije IL-2 u bolesnika na hemodijalizi zarazenih hepatitisom C u odnosu na
dijalizirane HCV negativne bolesnike. Svi nasi bolesnici bili su dijalizirani na sinteti¢noj
high-flux polisulfonskoj (PS) tzv. biokompatibilnoj membrani steriliziranoj vodenom parom,
bikarbonatnoj dijalizi 1 on-line ultracistim dijalizatom. Time je znatno ograni¢ena moguénost
mikrobioloSke kontaminacije i upale. U naSem su istrazivanju nadene statisticki znacajne
razlike izmedu kontrole i bolesnika na dijalizi u dobi (prosje¢na dob kontrolne skupine je niza
od dobi bolesnika na dijalizi) te u koncentracijama IL-13, TNF-a, MCP-1, IL-8 i IL-6. U
ispitanika na hemodijalizi poviSene su koncentracije navedenih proupalnih citokina, §to je u
skladu s ¢injenicom da uremija i/ili dijaliza stimulira produkciju tipa 1 1 2 citokina — posebice
proinflamatornih. Sester i1 sur. pokazali su da aktivacija T limfocita u bolesnika na
hemodijalizi slijedi Thl obrazac. Drugim rijecima ti citokini zajedno s onima ¢iju produkciju
stimuliraju bioinkompatibilne dijalizne membrane i/ili kontaminirani dijalizat, uzrokom su
sinteze 1 oslobadanja proteina akutne faze (CRP, serum amiloida i fibrinogena) te stanja
kroni¢ne upale u tih bolesnika.

Nasuprot tome u usporedbi sa zdravim kontrolnim ispitanicima sniZena je koncentracija IL-2,

IL-4, EGF 1 VEGF. U zdravih ispitanika nadena je poviSena serumska koncentracija EGF.
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Nije bilo znacajne razlike u koncentraciji INFy, IL-1a 1 IL-10 izmedu zdravih ispitanika i
bolesnika na hemodijalizi.

Usporedbom HCV negativnih bolesnika na dijalizi 1 zdravih ispitanika nasli smo povisene
koncentracije proupalnih citokina IL-6, TNF-a, MCP-1, a snizene koncentracije 1L-2, IL-4 i
EGF.

Usporeduju¢i HCV pozitivne bolesnike na hemodijalizi i zdrave ispitanike, HCV pozitivni
bolesnici imaju poviSene serumske koncentracije IL-6, TNF-o. i IL-1p a sniZzene serumske
koncentracije IL-4 1 EGF. Tu medutim nije bilo razlike u koncentracijama IL-2 i ostalih
citokina.

Usporedbom HCV pozitivnih bolesnika i HCV negativnih bolesnika na dijalizi nasli smo
statisticki znacajnu razliku u koncentraciji IL-2 te u vrijednostima transaminaza ALT, GGT i
feritina. HCV pozitivni bolesnici imalu su vise vrijednosti IL-2, ALT, GGT. Bolesnici
nezarazeni virusom hepatitisa C imali su vise vrijednosti feritina, $to bi se moglo objasniti
slabijom supstitucijom zeljeza u bolesnika zarazenih hepatitisom C. Naime u bolesnika na
hemodijalizi uobicajena je pojava sideropenija tj. manjak Zeljeza koji nastaje zbog ucestalih
gubitaka krvi filterima 1 krvnim linijama za dijalizu, krvarenja iz gastrointestinalnog trakta,
slaboj peroralnoj apsorpciji zeljeza, pa im je u pravilu potrebno nadomjestati zeljezo
parenteralnim putem. Kod bolesnika zarazenih hepatitisom C, puno smo oprezniji u davanju
zeljeza zbog opasnosti od gomilanja Zeljeza u retikuloendoltelnom sustavu i razvoja
hemosideroze pa u njih nastojimo drzati feritin na nizim vrijednostima.

Martin i sur. nasli su smanjeno stvaranje INF-y i I[L-12 a poveéano stvaranje IL-10 u HCV
pozitivnih bolesnika na dijalizi u odnosu na HCV pozitivne bolesnike sa zdravim bubrezima.
U ovom radu nije odredivana koncentracija IL-12. Nismo nasli razliku u INF-y izmedu HCV
pozitivnih 1 HCV negativnih bolesnika na dijalizi.

Usporeduju¢i HCV pozitivne bolesnike s viremijom (HCV-RNA+) i HCV pozitivne
bolesnike bez viremije (HCV-RNA-), nasli smo statisti¢ki znacajnu razliku u vrijednosti
ALT, a najblizi znacajnosti bili su IL-2 i IL-1p.

Viremicni bolesnici imalu su viSe vrijednosti IL-2 i IL-1f3, u odnosu na sedam HCV-RNA
negativnih bolesnika za koje pretpostavljamo da su eliminirali virus s obzirom da su u vise
uzastopnih kontrola kroz najmanje 2 godine, bili HCV- RNA negativni te da imaju trajno
uredne transaminaze. Treba medutim napomenuti da se radi o ipak malom broju ispitanika.
Jacina viremije korelirala je s povecanjem koncentracije IL-10, IL-1a 1 IL-4 dakle s Th2

odgovorom te porastom ALT.
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Kada se usporeduju HCV-RNA pozitivni bolesnici s poviSenim i urednim transaminazama
nema razlike u koncentraciji citokina izmedu obje grupe Sto je u skladu s opazanjem drugih
autora koji takoder nisu na$li statisticki znacajnu korelaciju izmedu jetrenih enzima i
serumskih koncentracija citokina.

Jednako tako slab je u¢inak pojedinih genotipova virusa hepatitisa C na serumske koncetracije
citokina. U ovom istrazivanju nasli smo da je jedino koncentracija TNF-a znacajno snizena u
ispitanika zaraZenih s genotipom la u usporedbi s genotipom 1b, odnosno 3a (p=0,014).
Poznato je naime da je genotip 1 b povezan sa tezom klinickom slikom te slabijim odgovorom
na terapiju interferonom, za razliku od genotipa 3 a koji ima povoljniji tijek 1 bolji odgovor na
terapiju (37, 38, 39).

U literaturi nismo nasli podataka o ucinku genotipova virusa hepatitisa C na serumske

koncentracije citokina.
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. ZAKLJUCCI

Serumska koncentracija proupalnih citokina IL-13, TNF-a, MCP-1, IL-8 i IL-6
poviSena je u bolesnika na hemodijalizi u usporedbi sa zdravim kontrolnim

ispitanicima.

Infekcija s virusom hepatitisa C znacCajno povecava koncentraciju proupalnih citokina
IL-6, TNF-a i IL-1B. Nasuprot tome, serumska koncentracija IL-4 1 EGF znacajno je
snizena u inficiranih hemodijaliziranih ispitanika. Serumske koncentracije 1L-2, IL-8,
IL-1a, IL-10, INF-y i VEGF znacajno se ne razlikuju izmedu hemodijaliziranih

ispitanika zaraZenih s virusom hepatitisa C i1 zdravih kontrolnih ispitanika.
. U hemodijaliziranih bolesnika zarazenih s virusom hepatitisa C, nadene su povisene
vrijednosti IL-2 u odnosu na nezarazene bolesnike. Viremicni bolesnici imali su vise

vrijednosti IL-2 i IL-1P u odnosu na bolesnike s negativnim nalazom viremije.

. Zarazenost virusom hepatitisa C ima za posljedicu povisene koncentracije

transaminaza ALT 1 GGT te feritina.

. Nije nadena korelacija izmedu koncentracije transaminaza i citokina u serumu

bolesnika s hepatitisom C.

Jacina viremije povezana je s povec¢anjem koncentracije ALT te IL-10, IL-1a 1 IL-4.

Slaba je povezanost izmedu pojednih genotipova virusa hepatitisa C i serumske

koncentracije citokina. Jedino je TNF-a sniZen u ispitanika zarazenih genotipom 1 a.
Razine C-reaktivnog proteina znacajno se ne razlikuju s obzirom na razine u bolesnika

koji nisu zarazeni hepatitisom C. Drugim rijeCima zarazenost hepatitisom C ne

povecava dodatno razinu CRP.
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9. Odredivanje IL-2 u serumu viremicnih bolesnika s heaptitisom C mozda bi moglo biti

prediktor eliminacije virusa hepatitisa C.

10. U ovom istrazivanju nije nadeno povecano stvaranje Th2 citokina u bolesnika
zarazenih hepatitisom C na kroni¢noj hemodijalizi. Istrazivanje nije potvrdilo hipotezu
da je nemogucénost iskorjenjivanja kronicne HCV infekcije u bolesnika na dijalizi

posljedica povecanog stvaranja citokina tipa Th2.
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10. SAZETAK

U ovom istrazivanju mjerili smo serumske koncentracije citokina u bolesnika na kroni¢noj
hemodijalizi zarazenih hepatitisom C.

Cilj istrazivanja: utvrditi razlike u serumskim koncentracijama citokina izmedju HCV
pozitivnih i HCV negativnih bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi te razlike u serumskim
koncentracijama citokina izmedu HCV-RNA pozitivnih i HCV-RNA negativnih bolesnika.
Istraziti odnos izmedu cirkuliraju¢ih citokina i jetrenih enzima u HCV pozitivnih bolesnika te
njihovu ulogu u patogenezi kronicne HCV infekcije. Istraziti odnos virusnog opterecenja i
citokina u bolesnika s kroni¢nim C hepatitisom.

Bolesnici i metode: u istrazivanje je uklju¢eno 31 bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi s
kroni¢nim hepatitisom C te 28 hepatitis C negativnih bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi.
Kao kontrola posluzilo je 113 zdravih ispitanika.

U serumu bolesnika 1 zdravih ispitanika odredena je koncentracija slijede¢ih citokina na
citokinskom mikroc¢ipu: IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-1a, IL-1pB, IL-10, INF-y, VEGF, EGF,
MCP-1i TNF- a.

Rezultati: U ispitanika na hemodijalizi povisena je koncentracija proupalnih citokina IL-1p,
TNF-a, IL-8, IL-6 i MCP-1 i VEGF u odnosu na zdrave ispitanike. Nije bilo znacajne razlike
u INF-y, IL-10 i IL-1a. Hepatitis C pozitivni bolesnici imaju znacajno povisenu koncentraciju
proupalnih citokina: IL- 6, TNF- o i IL-1B a sniZenu koncentraciju IL-4 i EGF u odnosu na
zdrave ispitanike. U usporedbi s hepatitis C negativnim bolesnicima, hepatitis C pozitivni
bolesnici imaju poviSenu koncentraciju IL-2.

Genotip hepatitisa C nema znacajan ucinak na serumske koncentracije citokina osim na TNF-
o, koji je znaCajno snizen u bolesnika zarazenih genotipom la.

Zarazenost virusom hepatitisa C ima za posljedicu poviSene koncentracije transaminaza ALT
1 GGT, naro€ito u bolesnika s dokazanom virusnom RNA. Razine CRP znaajno se ne
razlikuju izmedu hepatitis C pozitivnih 1 hepatitis C negativnih bolesnika. Razni genotipovi
hepatitisa C ne pokazuju selektivan u¢inak na serumske koncentracije transaminaza, CRP 1
feritina.

Zakljucak: U ovom istrazivanju nije nadeno povecano stvaranje Th2 citokina u bolesnika

zarazenih hepatitisom C na kroni¢noj hemodijalizi. Istrazivanje nije potvrdilo hipotezu da je
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nemogucnost iskorjenjivanja kronicne HCV infekcije u bolesnika na dijalizi posljedica

povecanog stvaranja citokina tipa Th2.
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11. SUMMARY

CYTOKINE SERUM LEVELS IN PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS C
INFECTION ON REGULAR HEMODIALYSIS

Serum cytokine concentrations were determined in this study in hepatitis C virus infected
patients on chronic hemodialysis.

Aims of the study. To determine differences in serum cytokine concentrations between
hepatitis C virus (HCV) positive and HCV-negative patients on chronic hemodialysis, and
differences in serum cytokine levels between HCV-RNA positive and HCV-RNA negative
patients. To investigate the relation between circulating cytokines and liver enzymes in HCV-
positive patients and their role in pathogenesis of chronic HCV infection. To study the
relation between viral load and cytokines in patients with chronic hepatitis C.

Patients and methods. The study included 31 patients on chronic hemodialysis with chronic
hepatitis C, and 28 HCV negative patients on chronic hemodialysis. 113 healthy subjects
participated as controls.

In the sera of patients and healthy controls, the concentrations of the following cytokines were
determined on a microchip: 1L-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-1a, IL-1B, IL-10, INF-y, VEGF, EGF,
MCP-1 and TNF- a

Results. The concentrations of proinflammatory cytokines IL-1B, TNF- a, IL-8, IL-6, MCP-1
and VEGF were higher in subjects on hemodialysis than in healthy subjects. There was no
significant difference in INF-y, IL-10 and IL-la levels. HCV positive patients had
significantly higher concentrations of IL- 6, TNF- a and IL-1p proinflammatory cytokines
and lower IL-4 and EGF levels than healthy subjects. In comparison to HCV negative
patients, HCV positive patients had higher IL-2 concentration. Hepatitis C genotype had no
significant effect on the serum level of cytokines except on TNF- a which was significantly
reduced in patients with genotype 1a infection.

The consequence of HCV infection is increased concentration of ALT and GGT
transaminases, particularly in patients with confirmed viral RNA. CRP levels do not
significantly differ between HCV positive and HCV negative patients. Different hepatitis C
genotypes do not show selective effect on serum concentrations of transaminases, CRP and

ferritin.
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Conclusion. Increased formation of Th2 cytokines was not observed in this study in HCV
infected patients on chronic hemodialysis. The study did not confirm the hypothesis that the
inability to eradicate chronic HCV infection in dialysis patients was the consequence of

increased formation of Th2 cytokine.
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