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Popis skrac¢enica i akronima

HCV — virus hepatitisa C

IFN — interferon

RNA — ribonukleinska kiselina

NPHYV — hepaci virus neprimata

LDL — lipoprotein niske gustoce

HDL — lipoprotein velike gustoce

LPV — lipoviropartikla

VLDL - lipoprotein vrlo niske gustoce

APO — apolipoprotein

CLDN - klaudin

OCLN - okludin

MAVS — mitohondrijski aktiviralni signalni protein
PAMPs — potogenom povezani molkularni putevi
ISG — interferonom stimuliran gen

MHC-engl. Major Histocompatibility Complex

CTL — citotoksi¢ni limfociti



1. UvOD

Virus hepatitisa C (HCV) vode¢i je uzrok ciroze jetre i Cest uzrok hepatocelularnog
karcinoma te glavni medicinski razlog za transplantaciju jetre u Sjedinjenim Americkim
Drzavama. U SAD-u, prevalencija HCV infekcija je 1,8%, dok na razini cijelog svijeta
prevalencija iznosi preko 2% (1). Kao posljedica nedostatka cjepiva, intravenozno koristenje
droga, te u manjoj mjeri, perkutanim ili sluzni¢nim prijenosom, ucestalost bolesti je u porastu.
Bolni¢ke  (nozokomijalne) infekcije najces¢e se dogadaju tijekom operacija, usiljed
nezeljenih ozljeda iglom tijekom rada u zdravstvenih djelatnika ili drugim medicinskim

postupcima poput kolonoskopije (2).

U vecine bolesnika simptomi akutnog hepatitisa C su teski i podmukli te vode ka razvoju
kroni¢nih oblika bolesti (3). Unato¢ napretku u lijeCenju kroni¢nog hepatitisa C
kombiniranom primjenom pegiliranog interferona (IFN) i ribavirina u, vise od 40% ovih
kroni¢nih sluc¢ajeva ne usljedi reakcija na farmakoterapiju ili se bolest ponovo razbukta nakon
prekida terapije. Intenzivna istrazivanja usmjerena su na razumijevanje prirode infekcije
HCV-om te na interakcije virusa i tkiva domacina kao i na uvodenje novih terapeutskih
metoda (4). U ovom diplomskom radu, opisane su aktualne znanstvene spoznaje o virusnim
strategijama tijekom HCV infekcije te imunosni mehanizmi kojima se domaéin brani kao i

njihovi utjecaji na ishode bolesti.

HCV je otkriven 1989. godine (5), a ubrzo je utvrdeno da je glavni on uzrok non-A i non-B
hepatitisa nakon transfuzije (6). Ovo otkrice ubrzo dovelo do uvodenja seroloske i
molekularno bioloske dijagnostike za provjeru krvnih derivata (7). Za razliku od toga,
uspostava istrazivackih alata i stani¢nih kultura za uzgoj HCV-a iSla je puno teze. Jedini
moguci in vivo model za istrazivanje HCV-a je ¢impanza na kojoj je moguce analizirati anti-

HCV imunost i patogenezu bolesti (8). Male Zivotinje ne mogu biti zarazene HCV-om, pa



surazvijeni kimeri¢ni istrazivacki modeli(9) ljudske jetre genetski modificiranim miSevima

(10) HCV-popustljiv miSeva.

HCV je RNA virus iz porodice Flaviviridae, koji obuhvaca klasi¢ne flaviviruse poput virusa
zute groznice i denga virusa. Pored njega, samo jo§ slabo poznati GB-virus B i nedavno
identificirani virus neprimata, glodavaca i $§iSmisa hepacivirus (NPHV) (11), RHV (12) i BHV
(13) su grupirani u rod Hepacivirus. HCV ima genom veli¢ine 9,6 kb sa kojega se prepisuje
poliprotein od kojega se nadalje deriviraju strukturni (nukleoproteinska jezgra, E1 i E2) i ne-
strukturni (P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A i NS5B) proteini (slika 1.) (14). Virusna
replikacija odvija se u citoplazmi, a sklapanje virusa i otpusStanje kroz sekretorne puteve

vezani su biogenezu lipoproteina (15).
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Slika 1. Genom HCV-a i procesiranje poliproteina.



2. IMUNOBIOLOGIJA VIRUSNE HEPATITIS C INFEKCIJE

2.1 Zivotni ciklus HCV

Jos mnogo toga treba razumjeti o sastavu i strukturt HCV-a, iako su mnoge ¢injenice poznate.
Omota¢ HCV-a je 50-80 nm u promjeru, a E1 i E2 glikoproteinski heterodimeri ugradeni su u
lipidni dvostruki sloj koji okruzuje nukleokapsidu sastavljenu od jezgrenih proteina i genoma
kojeg tvori jednolancana RNA 30,31 (slika. 2). HCV virusi koji se javljaju kao
lipoviropartikala (LVP), nisu ikozahedralni, odnosno nemaju klasi¢nih 20 ploha, a zbog
njihove povezanosti s lipoproteina niske gustoce i vrlo niske gusto¢e (LDL i VLDL) u
zarazenom domacinu (16), vrlo su pleomorfni (razli¢itih oblika) sa varijabilnom gustocom,
koja varira ovisno o uvjetima za replikaciju virusa (17). Ova strategija ,.trojanskog konja“ tj.
skrivanja stiti virus od neutralizacije (15). Povezanost virusa sa apolipoproteinom E (apoE) i
apoC nalazimo u virusnim Cesticama od in vivo 1 in vitro dobivenog virusa, a povezanost s

apoB je manje izrazena u virusa iz stani¢ne kulture (18).

2.2 Mehanizam ulaska virusa u stanicu

Do sada je otkriven ve¢i broj stani¢nih molekula koje su ukljuCene u ulazak HCV-a u
hepatocite (slika 2). Cini se da LDL receptor i glikozaminoglikani posreduju poéetno vezanje
niskog afiniteta (19) na stanicu, prije E1-E2 interakcije s koreceptorima SR-BI (20) i CD81
(21). Klaudin-1 (CLDNI1) i okludin (OCLN) takoder su potrebni za ulazak virusa (22).
CLDN6 1 CLDN9 mogu zamijeniti CLDN1 za ulazak HCV, iako im je izraZaj rrelativno
nizak na jetrenim stanicama (23). Upravo razlike medu vrstama u gradi CD81 i OCLN
definiraju i ograni¢avaju tropizam prema stanicama (24). Pored toga, receptor epidermalnog
faktora rasta (EGFR) 1 efrinski receptor tipa A2 takoder su potrebni za ulazak HCV 1 po

svemu sude¢i moduliraju interakcije izmedu CD81 i CLDNI1 (25). Kolesterol povezan sa
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virusima ukljucuje se u kasnoj fazi ulaska HCV-a, u tijeku ili prije fuzije, putem interakcije s
NPCIL1 sto je receptor apsorpcije kolesterola (26). Unos virusa odvija se preko Kklatrinom
posredovane endocitoze (26), a fuzija zahtijeva odjeljak sa niskim pH kojeg virus nalazi
vjerojatno u endosomima (27). Molekula CD81 aktivira HCV E2 protein u kiselom mediju.
Ovi procesi ulaska virusa na kraju dovode do oslobadanja HCV genoma u citoplazmu, gdje se
dogada primarna translacija.

Osim infekcije ¢istim virusom, izravni prijenos sa stanice na stanicu se vjerojatno dogada u

jetri, Sto moze osigurati moguénost izbjegavanja virusa neutralizaciji (28).

Translation and polyprotsin NS3 NS4B
processing Membranous web

Points of intarvention in the HCV life cycle

(D) The viral particle (neutralizing antibodies, virocidal peptides)

@ Entry and receptor interaction (antibodies and small molecules targeting receptors, kinasa inhibitors)

(@ Translation and polyprotein processing (NS3-NS4A protease inhibitors)

@ HCV RNA replication (NSS5B polymerase and NS5A inhibitors, miRR-122 antagonists, cyclophilin inhibitors, statins, PI4Kllle nhibitors)
@ Assembly and virion morphogenesis (NSSA inhibitors, DGAT1 inhibitors, glycosidass inhibitors, MTP inhibitors)

Slika 2. Ulazak HCV-a u stanicu i replikacijski ciklus



2.3 Mehanizam uspostave kroni¢ne infekcije HCV-a

Kao sto je prethodno navedeno, HCV infekcira hepatocite kao glavne parenhimske stanice
jetre. Prva linija imunosne obrane protiv HCV-a oslanja se na urodene imunosne mehanizme
samih hepatocita. Ovaj urodeni imunosni odgovor sluzi za prepoznavanje HCV-a kao strane
tvari 1 potice lokalnu antivirusnu obranu u inficiranim stanicama i tkivu jetre koje mijenja
tako da moze privlaciti 1 poticati imunosne stanice steCenog imunosnog odgovora. Prema
tome, jetrena urodena imunost je klju¢na za kontrolu i ishod HCV infekcije, tj razvoj
imunosti. Medutim, vecina zarazenih HCV-om ne uspijeva uspostaviti produktivni imunosni
odgovor koji Cisti infekciju. Kao prvi razlog izostanka produktivne imunosti istiCe se
sposobnost HCV-a da putem viSe razli¢itih mehanizama regulira i izbjegava urodenoj
imunosti, ¢ime si osigurava temelj za uspostavu kroni¢ne infekcije. Standard terapija HCV
infekcije obuhvaca lijeCenje pegiliranim interferonom (IFNa) i ribavirinom. Kao dio urodene
imunosti i antivirusni citokin, IFN je ucinkovit terapijski, no s druge strane vrlo je neugodan
za pacijente, a za one zarazene s teSko izlje¢ivim genotipova HCV-a (29), pomaze u samo 40-
50% slucajeva (30).

Osim toga, jo§ jedan vaZan ¢imbenik koji utjece na ishod HCV infekcije je polimorfizam
IFNL3 (takoder se naziva IL28B), ljudski gen sustava urodene antivirusne obrane domacina.
Ti polimorfizmi mogu utjecati kako na ishod infekcije mimo terapije, tako i na odgovor na
terapiju (31). Razumijevanje kako HCV regulira jetreni imunosni odgovor je neophodno za
poboljSanje HCV terapije, razvoja ucinkovite primjene cjepiva i osmiSljavanje novih

terapeutskih strategija za kontrolu infekcije i suzbijanje jetrene bolesti.



2.4 Urodeni imunosni odgovor domacdina na HCV infekciju

HCYV je hepacivirus i ¢lan obitelji Flaviviridae. Virusni genom je jedna molekula RNA, koja
se oslobada nakon ulaska virusa u hepatocite, pa se virusni genom prevodi na jedan
poliprotein koji se post-translacijski obraduje i od njega se deriviraju strukturni i ne-strukturni
proteini djelovanjem peptidaza domacina i dviju virusom kodiranih proteaza. Ne-strukturni
proteini HCV-a povezuju se u replikacijski kompleks na modificiranim unutarstani¢énim
membranama na kojima se HCV genom replicira. Ovaj proces ukljucuje proizvodnja RNA
antigenomske replikacije i vjerojatno akumulaciju dvostruko uzvijene RNA (dsRNA). Novi
virusni genom se pakira u virusne ¢estice pomocu virusnih strukturnih proteina. Nastali virusi
otpustaju se iz hepatocita u suradnji s lipoproteinima domacina, tako da je HCV u krvi
prisutan kao virus (32) obloZen lipoproteinima. Za vrijeme procesa virusne replikacije HCV
se prepozanje kao strana tvar pomocu receptora za prepoznavanje patogenih obrazaca (PRRs,
od engl. Pattern Recognition Receptors) u stanicama domacina koji prepoznaju i vezu
patogenima priduzene molekularne obrasce (PAMPs, od engl.Pathogen-Associated Molecular
Patterns) samih virusnih proizvoda, $to dovodi do koordinirane aktiviranje urodenog i
adaptivnog imunosnog odgovora. Oba kraka imunosti, 1 urodeni i adaptivni, ukljucujuéi i
interferenciju izmedu jetrenih rezidentnih 1 infiltriranih stanica (kao S$to su hepatociti,
Kupffer-ove stanice, plasmacitoidne dendriti¢ne stanice (pDCs), prirodne ubilacke stanice
(NK) i druge imunosne stanice), doprinose sposobnosti domacina da oc¢iste HCV infekciju
(33). Medutim, unato¢ ovoj imunosnoj obrani, HCV infekcija postaje kroni¢na u oko 70-80%
onih koji su akutno inficirani (34). Takav ishod nalazimo zbog kombinacije domacinovih i
virusnih faktora koji reguliraju unutarstani¢ni urodeni imunosni odgovor protiv HCV-a. Kao
posljedica nedostatne aktivacije ove unutarstani¢ne urodene imunosti posljedi¢no uslijedi
nefunkcionalan adaptivni imunosni odgovor. Kao primjer moZe se navesti da su posebno

vazni PRR signali od strane mitohondrijskog antivirusnog signalnog proteina (MAVS, od



engl.Mitochondrial Antiviral Signaling Protein) koji je neophodan za pokretanje urodene i
adaptivne imunosti tijekom infekcije s virusom groznice zapadnog Nila, srodnim virusom

obitelji Flaviviridae (35).
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Slika 3. Prepoznavanje HCV-a aktivira urodenu antivirusnu obranu kroz indukciju stvaranja
IFN-a u hepatocitima.

Urodeno prepoznavanje HCV-a u zarazenom hepatocita dogada se kroz kombinirano
djelovanje PKR, RIG-1 i TLR3 (36). Ovi proteini prepoznaju specificnosti HCV-a,
ukljucujuc¢i dsRNA u HCV IRES i HCV poli U/UC PAMP-ovima vrlo rano u tijeku infekcije,
te dsRNA, koja se nakuplja nakon HCV infekcije, (tj. virusna cestica oblozena
apolipoproteinima (LP)) ili nakon uzimanja HCV dsRNA od umirucih stanica kasnije tijekom

infekcije. To prepoznavanje vodi u nishodno signaliranje, kao §to je prikazano strelicama, $to



rezultira indukcijom antivirusnih i imunomodulatornih gena, napose IFN i drugih proupalnih
citokina. AP-1, protein aktivacije 1; CLDN1, klaudin 1; Ikke, IxB kinaza-g; LDLR, receptor
lipoproteina niske gustoée; OCLN; okludin; SR-BI, Receptor Cistaca razreda B; TBK-1,
TANK-vezna kinaza 1; TRAF3, faktor povezan s TNF receptorom 3. GAG,

glikozaminoglikani.

2.5 Izbjegavanje urodene antivirusne imunosti HCV-a

Primarna akutna HCV infekcija moze biti o¢iS¢ena spontano i kada postoji visoka pocetna
viremia (37), sto upucuje na zakljucak da zajednickim djelovanjem brzog PRR signaliranja i
indukcije urodene imunosti nakon prepoznavanja HCV PAMP-ova moze omoguditi kontrolu
akutne HCV infekcije. Medutim, unato¢ snaznoj reakciji na strane PAMP-ove i detekcije
HCV-a sa strane RIG-I, TLR3 i PKR koji aktiviraju urodeni imunosni program, vise od 80%
osoba s akutnom infekcijom HCV-a ne uspijeva ucinkovito kontrolirati virus i razvija
kroni¢nu infekciju (34). Ova visoka ucestalost kroni¢ne infekcije odrazava ¢injenicu da je
HCV razvio nekoliko mehanizama izbjegavanja i potiskivanja urodene imunosti, §to rezultira
kroni¢nim hepatitisom (38). Virusna NS3-NS4A proteaza je sredi$nja komponenta strategije
izbjegavanja urodene imunosti od strane HCV-a. Visenamjenska NS3-NS4A proteaza
potrebna je za replikaciju HCV-a, za obradbu HCV poliproteina na nekoliko mjesta kako bi se
oslobodio virusni NS proteins (39). NS3- NS4A proteazni kompleks usidri se na
unutarstanicnim membranama pomoc¢u NS4A transmembranske domene 1 amfipatsku o-
uzvojnice koja olakSava povezivanje s membranom i oslobadanje supstrata (40). NS3-NS4A
moze blokirati RIG-I signalizaciju, buduc¢i da pored proteoliticke obrade HCV poliproteina,
NS3-NS4A cijepa i MAVS na intracelularnim membranama kako bi se sprijeCio prijenos
signala (41) (slika 4). Kako se MAVS mora pricvrstiti na membrane za uspjesno nizhodno

signaliranje, ovo cijepanje MAVS sprjecava aktivaciju RIG-| aktivacijskog puta tijekom



akutne infekcije, onemogucava indukciju IFN i podrzava progresiju infekcije u kroni¢ni oblik.
Medutim, slicno djeluju i drugi hepatotropni virusi, poput hepatitis A virusa (HAV) i GB
virusa B (GVB-B), koji kodiraju proteaze koje takoder cijepaju MAVS (42). Bez obzira na taj
mehanizam HAYV u pravilu ne prelazi u kroni¢na bolest. Prema tome, MAVS cijepanje je

vjerojatno potrebno, ali ne i dovoljno za virusnu kroni¢nu infekciju.

RIG-1 signaling and
IFN-§ induction

signaling to prevent

Control of TLR2
excess inflammation
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Slika 4. 1zbjegavanje imunosnom nadzoru HCV-a kroz kontrolu indukcije IFN-a Izbjegavanje

imunosnog nadzora HCV-a u hepatocitima pojavljuje se u nekoliko tocaka tijekom virusne

infekcije.



2.6 Regulacija urodene imunosti moZe odrediti reakciju na terapiju interferonom

Terapija IFN-om je standardni oblik terapije za HCV infekciju. IFN je antivirusni citokin Koji
inducira ekspresiju stotina 1ISGs (ISG, od engl. Interferon Stimulated Gene), od kojih mnogi
pokazuju antivirusne ili imunomodulatorne ucinke koji obuhvacaju replikaciju virusa i
njegovo Sirenje te stimulaciju odgovaraju¢eg imunosnog odgovora na HCV infekciju (43).
Najvazniji ucinak ove terapije odnosi se na akutno inficirane bolesnike, budu¢i da IFN
terapija izuzetno uspjeSno prevenira razvoji kroni¢ne infekcije (44). Medutim, odgovor
kroni¢no inficiranih bolesnika na terapiju IFN-om je vrlo promjenjiv i mnogi bolesnici imaju
snaznu HCV viremiju unatoé lije¢enju IFN-om. Cini se da niska udinkovitostIFN terapije u
kroni¢no inficiranih se moZze pripisati kombinaciji virusnih i domacinovih faktora koji
pridonose negativnoj regulaciji djelovanja IFN-a, a time i problemima u lijeenju (slika 5).
Virusni faktor koji u najvecoj mjeri uvjetuje rezultat lijeCenja s IFN-om je virusni genotip.
Postoji  Sest glavnih HCV genotipova koji su definirani na temelju konzerviranih
sekvencijskih karakteristika, dok se na temelju varijacija u RNA sekvenciji dodatno razlikuju
virusne podvrste (45). Zanimljivo je da bolesnici zarazeni s razli¢itim HCV genotipova imaju
razlicit terapijski odgovor. Bolesnici inficirani s HCV genotipom 2 ili 3 pokazuju najbolji
odgovor na terapiju, tako da 70-80% tih bolesnika postizu trajan anti-virusni odgovor, dok
samo 45 do 60% bolesnika s HCV genotipom 1 ili 4 postizu takav odgovor (46). Ovi HCV
genotipovi 1 i 4 izazvaju visoke razine jetrenih ISG prije terapije, $to rezultira sa IFN

neosjetljivim fenotipom koji vrlo slabo reagira na tretman (47).
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Slika 5. Cimbenici koji utjeu na odgovor domaéina na terapiju IFN-om tijekom HCV
infekcije.

U HCV inficiranom hepatocitu, brojni su faktori koji utje¢u na terapijsku reakciju na
pegilirani IFNo. Ti faktori ukljuuju bolesnikov IFNL3 genotip, virusni genotip i aktivacijski
status ISG-a jetre prije lijeCenja, ukljucujuéi ISG koji su negativni regulatori IFNa receptora

(IFNAR) koje ¢ine stanice otpornijim na djelovanje IFN-a.
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2.7 Imunoloske karakteristike ¢iS¢enja virusa hepatitisa C

Limfociti T prepoznaju antigenske peptide (epitope) predoCene u okviru molekula glavnog
sustava tkivne podudarnosti (MHC, od engl. Major Histocompatibility Complex) na povrsini
antigen predoCnih stanica i1 aktiviraju se te efektorskim mehanizmima reagiraju prema ciljnim
stanicama. Cini se snazni odgovor CD8" citotoksi¢nih limfocita T (CTL) i pomagackih
limfocita T CD4" T (Th, od engl. T helper) nije dostatan za &i$éenje virusa i ozdravljenje od
HCV infekcije (48). Doduse HCV-specificni CD8" CTL su u poéetku virusne infekcije
zakoceni, no u vecine bolesnika koji prevladaju akutnu infekciju te stanice se oporave te iz
ovog potisnutog stanja u kojem ne lu¢e IFNy i TNFa, postaju stanice koje pokrecu snaZan i
simultani odgovor protiv vise razli¢itih virusnih antigena (49). lako CTL mogu pokazivati
antivirusno djelovanje, ¢ak 1 u nedostatku Th stanica, ipak nisu u stanju drzati korak s
evolucijom HCV infekcije. Kao rezultat toga nedostatka, HCV se brzo akumulira koristeci
mutacije u svojem genomu kojima izbjegava imunost, pa usljedi uporna, trajna viremija niske
razine (50).

Kao nastavak dosadasnjih istrazivanja koja su pokazala da snazni Thl imunosni odgovor s
visokim razinama IFNy i interleukina 2 (IL 2, faktor rasta limfocita T) omogucava ¢iscenje
virusa (51), nedavne studije provedene na HCV inficiranim ¢impanzama pokazale su
jedinstvenu funkciju CD4" Th stanica u imunosno-posredovanom odstranjenju virusa (50).
Interferoni imaju klju¢nu ulogu u mnogim virusnim infekcijama. IFN-a. i IFN-f (Interferoni
tipa I) izlucuju gotovo sve virusom inficirane stanice, ukljuujuéi hepatocite. S druge strane,
proizvodnja i lu¢enje IFNy (Interferon tipa 1) ograni¢eno je na stanice imunosnog sustava kao
Sto su limfociti T, stanice prirodne ubojice (NK, od engl Natural Killer) i makrofagi. Dugo se
smatralo da su 1 ¢iS¢enje HCV kao i hepatitis koji se razvija posljedica izravnog ubijanja
hepatocita imnosnim mehanizmima. Ovaj scenarij nastao je u posljednjih nekoliko godina te

je predlagao da se najvise HCV o¢isi djelovanjem lokalno proizvedenog IFNy, odnosno
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djelovanjem necitolitickog mehanizma (52). Zaista u in vitro uvjetima, IFNy moze inhibirati
sintezu HCV proteina i virusnu replikacije neovisno o djelovanju interferona o/ (53). lako je
ova teorija u skladu s opazanjima dobivenim na HCV inficiranim ¢impanzama (54) to¢an
mehanizam(i) odgovoran za ¢iS¢enje infekcije HCV-om u ljudi ostaje otvoren i predmetom
rasprave.

U nedavno objavljenom istrazivanju postavljenom sa ciljem da se ras¢lane izvrSne funkcije
virus-specificnih CTL, primjetilo se da se primarni virus-specificni CTL klonovi mogu
degranulirati (citotoksi¢na funkcija) ili proizvoditi IFNy (proizvodnja citokina, regulacijska
funkcija) u ovisnosti o koncentraciji antigena (55). Citotoksi¢nosti se moze pokrenuti
koncentracijama antigenskih peptida 10 do 100 puta manjim od one potrebne za proizvodnju
IFNy. Ovi rezultati ukazuju na to da je uloga virus-specificnih CTL efektora u smislu
citokinske i citotoksi¢ne funkcije, prvenstveno odredena trenutnom i danom in Vvivo
interakcijom virusa i domaéina. Da li ovo zapazanje ima kakvog utjecaja na razvoj akutne i
kroni¢ne faze HCV infekcije nije poznato, no i dalje se ispituje.

Kroni¢ne HCV infekcije povezane su sa niskom zastupljenoS¢u 1 smanjenim funkcijskim
kapacitetom HCV-specificnih CTL (56) za §to razlozi kao ni mehanizmi ove pojave nisu u
potpunosti jasni. Dendriti¢ke stanice (DC, od engl. dendritic cells) su profesionalne stanice
koje predoCavaju antigen i snazni su proizvodaci citokina i kemokina, koji aktiviraju i
privlace limfocite T. Pokazalo se da DC u HCV-om inficiranih pojedinaca ne sazrijevaju
normalno, te da im je umanjena stimulativna aktivnost (57). Kao rezultat toga, zahvaceni
pomagacki CD4" limfociti T pojacano izrazavaju aktivacijski marker CD25 (o lanac 1L-2
receptora), dok im je smanjena proizvodnja i lucenje IL-2, a time i proliferacijski kapacitet.
Trajna HCV infekcija takoder je povezan s visokom frekvencijom CD4'CD25" regulacijskih
limfocita T koje mogu izravno potiskivati funkciju HCV-specifi¢nih CTL u bolesnika. Buduci

da ova skupina regulacijskih limfocita T moZe kontrolirati teZinu upalnih lezija nastalih
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virusnim i imunosnim djelovanjima (58), njihov znacaj u odstranjenju virusa i
imunopatogenezi hepatitisa C nije posve jasan.

U etiopatogenezi hepatitisa C poznato je da je razvoj kronicne infekcije povezan sa
promjenama u imunosnom sustavu. U suprotnosti prema nekim ranijim opazanjima
primjeceno je u pokusima na HCV-om inficiranim ¢impanzama da mogu odstraniti virus bez
detektibilne steCene imunosti, Sto ukazuje na znacaj drugih imunosnih mehanizama mimo
induciranog odgovora limfocita T pri ¢is¢enju HCV-a (59). U ljudi, primjecena je supresija
citotoksi¢nosti stanica NK u tijeku infekcije, ali kao reverzibilna pojava u onih bolesnika koji
su reagirali na terapiju sa IFNa. Razlog NK supresije pronaden je u imunosubverzivnhom
djelovanju HCV-a kojim se potiru izvr$ne funkcije NK stanica kriznim povezivanjem
njihovih membranskih molekula CD81 (60). Pored stanica NK, zastupljenost NKT stanica,
podvrste limfocita T koje izrazavaju NK biljege, takoder je smanjena u bolesnika sa HCV-om
(61). Jos je manje jasna uloga protutijela u tijeku HCV infekcije. Da protutijela nemaju vecu
ulogu dolaze iz zapazanja da u odsutnosti detektibilnog odgovora virus-specificnim
protutijelima zarazene osobe mogu odistiti virus (62). Nadalje, neutralizacijska protutijela,
koja su utvrdena u bolesnika 1 ¢impanza sa HCV-om, cesto su usmjerena protiv vrlo
promjenjivog virusnog proteina E2, §to ih ¢ini manje u€inkovitim u neutraliziranju virusnih
sojeva koji prevladavaju u zarazenim bolesnicima. Ipak, neke su studije pokazale da
neutraliziraju¢a protutijela u bolesnicima pokazuju daleko Siru reaktivnost na HCV antigene
nego $to se prije mislilo, te ukazale na potrebu daljnjeg istrazivanja moguce primjene

protutijela za pasivnu i aktivnu imunoprofilaksu protiv HCV-a (63)
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2.8 Cimbenici koji omoguéavaju odrZavanje virusne infekcije

Tijekom stotina tisu¢a godina koevolucije sa svojim domacinima, mnogi su virusi razvili
strategije "kamuflaze" ili "sabotaze" kojim izbjegavaju djelovanje imunosnog sustava
domacina (64). Tako je niz istrazivackih rezultata poduprlo hipotezu da je pojava virusnih
varijanti usko povezana s ishodom infekcije (65). Kao brzo repliciraju¢i, mali RNA virus s
genomom sklonom mutacijama [36], HCV mozZe izbje¢i imunosnom nadzoru u ranim fazama
infekcije i izbje¢i odgovor limfocita T u vecini inficiranih domacina. Neke virusne varijante
koje izbjegnu imunosnom odgovoru mogu suzbijati CTL odgovor protiv divljeg tipa HCV
(66). Zanimljivo je da akumulacija mutacija moze omoguciti virusu izbjegavanje i urodene
antivirusne obrane (67). Tako primjerice, HCV RNA iz relativno IFN-rezistentnih genotipova
(la i 1b) imaju manje UA i UU dinukleotida, koje inaée moze cijepati IFN-regulirana
ribonukleaza L, nego Sto ih imaju genotipovi koji su osjetljivi na IFN (2a, 2b, 3a, 3b). Tako u
bolesnika podvrgnutih terapiji IFN-om cesto se nalaze virusna varijante koje nose RNA 1b sa
akumuliranim mutacijama UA i UU dinukleotida (67).

Uspostava trajne HCV infekcije ne mora uvijek biti samo posljedica genetskih varijacija
virusa (68). Po svemu sude¢i HCV, poput adenovirusa i herpes simplex virusa moze kodirati
jedan ili viSe proteina koji djeluju inhibicijski na antivirusne mehanizme domacina. Pa tako
nekoliko HCV proteina mogu sprijeciti pokretanje lucenja ili efektorske akcije IFN-a (npr.
proteini nukleoproteinske jezgre, te E2 i NS5A proteini). Pokazalo se da proteini
nukleoproteinske jezgre HCV-a inhibiraju JAK-STAT put kojim IFN prenosi stani¢ni signal
(69). E2 i NSB5A virusni proteini reagiraju sa IFN-om induciranom protein kinazom R,
inhibiraju¢i njenu katalitiCku aktivnost 1 blokiraju¢i njenu temeljnu funkciju ograni¢avanja
sinteze proteina (70). Nadalje, primje¢eno je da HCV NS3/4A serinska proteaza blokira
virusnu aktivaciju IFN-regulacijskog faktora-3 (IRF-3, od engl. Interferon Regulatory Factor -

3) proteolitickom razgradnjom jednog jo$ uvijek nepoznatog stanicnog proteina koji sudjeluje
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u aktivaciji IRF-3, klju¢nog faktora transkripcije IFN-a tipa I. (71). S druge strne, potiranje
funkcija virusne NS3/4A proteaze peptidomimetskim inhibitorom ketoamidom prekida ovu
blokadu i obnovlja IRF-3 fosforilaciju tj. njegovu funkciju.

Osim suzbijanja urodene antivirusne obrane, HCV interfira i sa drugim mehanizmima
odgovora inficiranog domacina (72) Dok su se neke istrazivacke skupine fokusirale na
izuavanje imunomodulatornih uc¢inaka proteina nukleoproteinske jezgre HCV-a, druge
skupine nisu mogle potvrditi ove imunosupresivne ucinke (73). U jednoj detaljnoj analizi
provedenoj na nekoliko ¢impanza zarazenim HCV-om, Chisari i suradnici (54) utvrdili su da
geni koje poti¢e IFNy, a koji su normalno uklju¢eni u antigensku prezentacija i ostale aspekte
imunosnog odgovora, bili jaki prediktori virusnog ¢iS¢enja. S druge strane, ushodna regulacija
mnogih gena koje stimulira IFNa, $to se normalno dogada u HCV inficiranim ¢impanzama,
ima vrlo malo utjecaja na virusni titar i klinicki ishod infekcije. Medutim, u in vitro uvjetima,
pokazalo se da IFNo ima i antivirusne i imunomodulacijske uéinke. Ovi rezultati kao i novije

studije na ljudima ukazuju na znacaj oba mehanizama u uspje$nom ¢isé¢enju HCV-a (74).

2.9 Ostecéenje jetre posredovano imunosnim mehanizmima u hepatitisu C

Pored ¢injenice da HCV-specifi¢ni CD8" CTL migriraju u jetru i proizvode IFNy u tkivu, §to
omogucava CiS¢enje virusa, znacajan broj CTL takoder moze doprinijeti imunopatogenetskom
oStecenju jetre (75), Sto ovisi o tkivnim karakteristikama u njihovom okoliSu 1 njihovim
funkcionalnim obiljeZjima. Normalne jetrene stanice odraslih ljudi izraZzavaju vrlo nisku
razinu MHC molekula, dok imunosnih kostimulacijskih molekula gotovo da i nemaju, ¢ime
odrzavaju toleranciju na vecinu antigena koji su deriviraju iz gastrointestinalnog trakta i
prolaze kroz jetru, ukljucuju¢i antigene hrane, patogena, i toksina (76). Medutim, tijekom

HCYV infekcije u bolesnika, zabiljezene su visoke razine izrazaja molekula MHC razreda 11
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kao i kostimulacijskin molekula (npr. B7 i CD40) na aktiviranim Kupfferovim stanicama i
hepatocitima, a njihove su razine u uskoj korelaciji sa intenzitetom intrahepati¢ne upale i
razinama serumske aminotransferaze. Osim toga, kemokini izrazeni u jetri potentni su
kemoatraktanti i aktivatori leukocitnih subpopulacija.

Koristenjem MHC tetramera obiljeZzenih virusnim peptidima, nekoliko skupina istrazivaca
izravno je pratilo HCV-specifi¢ne CTL i pronasli da je zastupljenost virus-specifi¢nih CD8"
CTL relativno niska u perifernoj krvi kroni¢no inficiranih bolesnika, ali je vrlo visoka u jetri
(77). 1z ovih tih studija proizaslo je jedno zanimljivo opazanje da su ¢iSéenje virusa i
progresija hepatitisa bili posredovani jednom fenotipski karakteristitnom CD8" CTL
populacijom. Naime, CD8" CTL koji sudjeluju u virusnom klirensu luée visoke razine IFNy i
izraZavaju niske razine aktivacijskog biljega CD38 (52). S druge strane, CTL koji posreduju
ostecenje jetre obi¢no lu¢e male koli¢ine IFNy (ili su IFNy), te su CD38" CD8" limfociti T.
Kada su usporedili karakteristike intrahepati¢nih i limfocita periferne krvi iz 23 bolesnika s
kroni¢nim hepatitisom C, He i sur. utvrdili su da intrahepati¢ni CTL ne samo izrazavaju
CD38, nego da i zastupljenost ovih stanice ima tendenciju rasta s rastom intenziteta upale
rezultatom. Bez obzira na njthovu ulogu u infekciji ova obiljezja CD8+ CTL-a samo
odrazavaju njihov diferencijacijski i funkcijski status kao i izvor podrijetla. Jetrene y6 T
limfocitne linije, izolirane iz bolesnika sa HCV-om, pokazale su visoke razine MHC-
nespregnute citotoksi¢nosti protiv primarne kulture hepatocita, te proizvodile vece koli€ine
IFNy i TNFa nakon aktivacije (78). Jetra u ranoj fazi kroni¢nog hepatitisa C sadrzi vise
razlicitih tipova stanica, ukljuc¢ujuci limfocite T, NK 1 NKT stanice, kao i neutrofile 1
makrofage. NK 1 NKT stanice postaju najzastupljenija populacija stanica u zavr$nim
stupnjevima jetrene bolesti u bolesnika sa HCV-om (79). Procjenjuje se da je HCV inficira
samo mali udio (1% -10%) hepatocita, iako je puno vise stanica ugrozeno infekcijom. Naime,

koristeci prijenos limfocita T, Bertolino i sur. (80) utvrdili su da antigene predocavaju stanice
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podrijetlom iz kostane sri (antigen predo¢ne stanice) i time aktiviraju CD8" CTL, koje potom
luéenjem IFNy i TNFa unistavaju obliznje hepatocite koji ne nose antigen. Ova teorija o
ubijanju obliznjih, nezarazenih hepatocita podrzana je rezultatima studije u kojoj su CTL
izolirani iz bolesnika s hepatitisom C bili kadri prepoznati mali broj stanica koje su
predocavale proteine nukleoproteinske jezgre HCV-a i NS3 antigen te ubiti i te stanice kao i
veéi broj okolnih stanica koje nisu izrazavale antigene. Cini se da je za ovo usputno (engl.
bystander) ubijanje stanica odgovoran apoptoticki put koji je posredovan FAS-FasL
interakcijama. Ovi mehanizmi usputnog ubijanja hepatocita nisu u potpunosti poznati, no u
svakom slucaju ¢ine znacajni doprinos imunopatogenetskom oStecenju jetre koje se pojavljuje

u tijeku HCV infekcije.

2.10 Zaklju¢ne napomene

Procijenjuje se da je preko 170 milijuna ljudi Sirom svijeta inficirano hepatitis C virusom, $to
ovu bolest ¢ini pet puta rasSirenijom od infekcije s ljudskim HIV-1 virusom. RjeSenje ove
raSirene pandemije najvjerojatnije je potrebno traziti u razvoju ucinkovitog cjepiva (81).
Poznato je da snaZni i odrZivi odgovor CD8" CTL i CD4" Th stanica vodi u povoljan ishod
infekcije. Sva tri interferona (o, B i y) vazni su za ¢is¢enje HCV i ozdravljenje od hepatitisa,
bez obzira na mehanizam odstranjenja virusa (necitoliticki, citoliticki, ili oba) (54). NK i NKT
stanice su aktivni sudionici u tom procesu, iako im precizne uloge nisu u potpunosti poznate.
Virusna potreba da imunosubverzivnim i imunoevazijskim mehanizmima osigurava bijeg od
potpunog imunosnog nadzora domacina ¢ini virus ranjivim na budu¢i razvoj farmakoloskih
inhibitora koji imaju za cilj ometanje virusnog replikacijskog ciklusa. Intenzivni istraZivacki
napori ulazu se u zelji da se identificiraju potencijalne virusne komponente vazne za
replikacijski ciklus (proteaza, helikaza, i polimeraza) (4). Eksperimentalni terapeutski pristupi

usmjereni na pokuSaje bilo prevladavanja otpornosti na lije¢enje interferonom ili smanjenje

18



imunopatogeneze provodeni su u pokusima s razli¢itim razinama uspjes$nosti (82). Medu
vaznim preprekama koje otezavaju ta nastojanja je nedostatak znanja o interakcijama virusa i
domacina. Primjerice, postoji li i koja je ucestalost spolnog prijenosa HCV-a ? (83) Je li virus
u potpunosti iskorijenjen iz organizma nakon spontanog ozdravljenja ili lijeCenjem izazvanog
nestanka hepatitisa C? (84) Da li HCV replicira u limfnim ili gastrointestinalnim odjeljcima i
koje odjeljke Kkoristi kao svoje rezervoare tijekom prirodne infekcije? Dok se ne odgovori na

veéinu ovih pitanja, lijeCenje i prevencija HCV-a ostati ¢e globalni izazov.

3. SAZETAK

lako imunosni odgovor moze oéistiti HCV u potpunosti, izloZenost virusu ¢esto progredira u kroni¢nu
infekciju.Kronicne HCV infekcije povezane su sa deregulacijom wurodene i steene
imunosti,antivirusne citotoksi¢nosti te apoptoze u jetrenom okoliSu, Stozajedno utje¢e na ishod
infekcije, na odgovor na terapiju te doprinosi razvoju jetrene fibroze i ciroze. HCV ostvaruje tu
imunosnu deregulaciju izbjegavanjem domacinovoj urodenoj imunostiu vise toCaka ¢ime sprjeCava
uc¢inkovitupocetnu koordinaciju imunosti koja stimulira cijeli imunosni odgovor, uklju¢ujudi i ste¢enu
imunost. Nedostatna funkcija imunosti dovodi do povecane replikacije virusa i doprinosi odrzanju
infekcije. Unutar jetrenog mikrookolisa, vise razli¢itih tipova stanicadoprinosi imunosnom odgovoru
prema HCV paostecenje bilo kojeg aspekta urodenog odgovora od strane HCV-a moze dovesti
doneucinkovitog imunosnog odgovora, kako u mehanizmima prirodnog ¢is¢enja tako i tijekom
odstranjivanja virusa lijeGenjem, koji vodi u napredovanje jetrene bolesti. Potpuno razumijevanje
mehanizama kojim virusnamodulacija imunosnog odgovora utje¢e na ishod infekcije zahtijeva
definiranjespektra  antivirusnih i imunomodulacijskih  citokina koji  reguliraju  suradnju

izmedurazli¢itihvrsta stanica unutar sloZzenog jetrenog tkiva.

Istrazivanja pokuSavaju objasniti pojave i kljuéne ¢imbenike potrebne za uspje$nu otpornost na HCV.
Razvojem personalizirane medicine, ovaznanja mogu omoguciti individualno prilagodene terapije

HCV-a na temeljupoznavanje reaktivnosti domacina i virusnih genotipova. Razumijevanje
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ovihdetaljnih komponenti u¢inkovitog imunosnog odgovora na HCV na razini urodene i adaptivne

imunosti biti ¢e korisno za usmjeravanje razvojadugo zeljenogcjepiva protiv HCV.

Kljucéne rije€i:hepatitis C virus, kroni¢ni hepatitis, anti-virusni imunosni odgovor, virusne

strategije izbjegavanja imunosti, citotoksi¢nost
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4. SUMMARY

Although the immune system can clear hepatitis C virus, infection oftencarries forward into a chronic
phase. Chronic HCV is inducing dysregulation of adaptive and innate immune response, antiviral
cytotoxicity and hepatocyte apoptosis in the liver, whichtogether reflects to a infection outcome and
therapy efficassy and probablycontribute to hepatic fibrosis and cirrhosis. HCV achives thisimmune
system dysregulation by escaping the host immune response at different points to inhibit the initial
coordination of immunitythat induces the whole immune response, including adaptive, specific
immunity,which anablesthe increase of the viral replication and contributes to establishment of
chronic infection. Within the liver tissue environment, multiple immune cell typescontribute to the
antiviral response toward HCV. A prevention of any part of the innate immune response by HCV
could resultby an ineffective immunity, both in natural HCV clearance and virus clearance during the
treatment, what could anable the infection to progress toa liverdisease. A full understanding of how
viral modulationof immune system affects HCV infection outcome will require identification of the
numerous antiviraland immunomodulatory cytokines that mediate the cross-talk betweenthe various

immune and non-immune cell types within the complex hepatic tissue.

Research to continue in these discoveries and developments are focused to reveal the key factors
required for successful antiviral immunity to HCV. In the ongoing age of personalized medicine, this
knowledge could lead to individually made HCV therapies based on knowledge of both viral
strategiesand host characteristics. A detailed understanding of these components of an effective
immunity to HCV at the non-specific and adaptive levels will be useful tool to guide the research

development of the long-desired HCV vaccine.

Key words: hepatitis C virus, chronic hepatitis, anti-viral immune response, virus evasion

strategies; cytotoxicity
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