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1. Uvod

1.1. Virus hepatitisa C

Otkriven 1989. (Choo i sur. 1989), virus hepatitisa C (HCV, engl. Hepatitis C virus)
je RNA virus iz porodice Flaviviridae (rod Hepacivirus), te jedan od vodecih svjetskih
uzroka morbiditeta 1 smrti (Cooke 1 sur. 2013). Novija istraZivanja pokazala su znacajan
porast broja HCV-om =zarazenih osoba u zadnjem desetljeu, a procjenjuje se da
prevalencija HCV infekcije u svijetu iznosi 2.5% tj. da je ovim virusom zarazeno oko 177

milijuna ljudi (Petruzziello i sur. 2016).

Kroni¢na infekcija HCV-om cesto je povezana s razvojem fibroze i ciroze jetre,
nastankom hepatocelularnog karcinoma i smréu (Lauer i Walker 2001). Infekcija HCV-om
je posebno znacajna u osoba zarazenih virusom ljudske imunodeficijencije (HIV, engl.
Human immunodeficiency virus) (Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration 2010).
Procjenjuje se da ¢e, unato¢ padu incidencije infekcije HCV-om u razvijenim zemljama,
mortalitet indirektno povezan sa HCV infekcijom nastaviti rasti tijekom narednih 20 godina
(Razavi i sur. 2013). Strategija Svjetske zdravstvene organizacije o virusnim hepatitisima
koja ukljucuje primjenu antivirusnih lijekova, cijepljenje 1 razliite programe prevencije,
donosi procjenu o eliminaciji virusnih hepatitisa u svijetu do 2030. g. (Wedemeyer i sur.
2014; Martin i sur. 2013). Usprkos tome, potrebno je bolje razumijevanje samih
mehanizama patogeneze kroni¢nih virusnih hepatitisa s ciljem razvoja novih strategija za

suzbijanje infekcije.

HCYV se prenosi krvlju te parenteralno, prvenstveno tijekom intravenskog koriStenja
droga i lijekova odnosno kontaminiranih transfuzija i injekcija (Shepard i sur. 2005).
Glavne ciljne stanice za infekciju HCV-om su hepatociti, monociti i dendriticke stanice.
Akutne HCV infekcije najcesce su asimptomatske ili s blagim simptomima te u oko 70-

80% zarazenih osoba infekcija prelazi u kroni¢nu fazu (Santantonio i1 sur. 2008).



Eradikacija virusa u akutnoj fazi infekcije rezultat je mehanizama specificne stani¢ne
imunosti, posebice citotoksi¢nih CD8" T-limfocita specifi¢nih za HCV i antivirusnih
citokina. Tijekom kroni¢ne infekcije u vecine bolesnika dolazi razvoja fibroze jetre koja
prelazi u cirozu u ¢ak 15-25% bolesnika u vremenskom periodu od 10 do 40 godina od
infekcije (Lauer i Walker 2001).

LijeCenje kroni¢nog hepatitisa C zapocelo je prije 20-ak godina primjenom
rekombinantnog interferona (IFN-02) te kasnije pegiliranog IFN-02 uz uspjesnost oko 50%
u lijeCenju infekcije genotipom 1 HCV-a (Soriano i sur. 2009; Manns i sur. 2001; Fried i
sur. 2002). U lijecenju kroni¢nog hepatitisa C od 2013. g. zapocela je primjena antiviralnih
lijekova koji djeluju direktno (DAA, engl. direct-acting antivirals) iz skupina inhibitora
proteaze u kombinaciji s pegiliranim IFN-a2 koja je rezultirala zna¢ajno ve¢im postotkom
izljeenja bolesnika (oko 80% uspjeSnosti u osoba zarazenih genotipom 1). Od 2015. g.
primjenjuje se lijecenje koje se temelji na kombinaciji viSe DAA iz skupina inhibitora
proteaze, polimeraze i proteina NS5A bez uporabe interferona. UspjeSnost lijeCenja
kroni¢nog hepatitisa C s kombinacijom DAA bez interferona veca je od 95% (Pawlotsky

2014). Unato¢ brojnim naporima, cjepivo jos§ uvijek nije dostupno.

1.1.1. Genom virusa HCV

Genom HCV-a sastoji se od jednolancane RNA molekule koja sadrzi 5° 1 3’
netranslatirajuce regije (UTR, engl. untranslated region) koje su vazne za replikaciju
virusnog genoma, te dva okvira ¢itanja ORF (engl. open reading frame) i ARF (engl.
alternative reading frame) veli¢ine od 9024 do 9111 parova baza (ovisno o genotipu)
(Tellinghuisen i sur. 2007). HCV ORF kodira sintezu poliproteina veli¢ine oko 3000
aminokiselina (ovisno o genotipu virusa) koji se u citoplazmi procesira u strukturne i

nestrukturne proteine djelovanjem stani¢nih i virusnih proteaza (Slika 1).
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Slika 1. Struktura HCV genoma i proteini (preuzeto od: Abdel-Hakeem i Shoukry 2014)

Konzervirana 5’ netranslatirajuca regija sastoji se od 341 nukleotida i smjestena je
uzvodno od inicijacijskog kodona otvorenog okvira ¢itanja. Sadrzi Cetiri organizirane
domene (I-IV) gradene od velikog broja kompleksnih motiva. Domene 11, Il i IV zajedno
¢ine interno ribosomsko mjesto (IRES, engl. internal ribosome entry site) koje direktno
veze 40S ribosomsku podjedinicu na kodon AUG i formira stabilni preinicijacijski
kompleks bez potrebe za klasi¢nim faktorima inicijacije translacije ¢ime zapocinje sinteza
HCYV poliproteina (Beales i sur. 2001). Regija 3’ UTR sadrZi oko 225 nukleotida, a gradena
je od varijabilne regije veli¢ine 30-40 nukleotida, dugog poli(U)-polipirimidinskog lanca, te
konzervirane 3’ terminalne regije duge 98 nukleotida (3° X regija) vrlo kompleksne

strukture. Ova je regija vazna za pravilnu replikaciju virusnog genoma (Yi i Lemon 2003).

U glavne strukturne proteine ubrajaju se nukleokapsidni protein (eng. core protein),
glikoproteini ovojnice E1 i E2 te p7. Nukleokapsidni protein postoji u tri varijante: p23 tj.
nezreli nukleokapsidni protein kojeg signalna peptidaza (SPP, engl. “Signal Peptide
Peptidase’) odvoji od ostatka HCV poliproteina no ostaje usidren na citoplazmatskoj strani
membrane endoplazmatskog retikuluma, p21 tj. zreli nukleokapsidni protein koji takoder
nastaje djelovanjem signalne peptidaze domacina te pl7 ili F protein koji je rezultat
prepisivanja ARF-a. Nukleokapsidni protein p21 je RNA-vezujuéi protein Cija je primarna

uloga u formiranju viralne nukleokapside. Graden je od tri domene: N-terminalne hidrofilne



domene od 120 ak D1, C-terminalne hidrofobne domene od 50 ak D2 i od 20 ak s ulogom
signalnog peptida za protein ovojnice E1. Domena D1 veze RNA i sudjeluje u nuklearnoj
lokalizaciji dok D2 omogucuje povezivanje nukleokapsidnog proteina s membranama
endoplazmatskog retikuluma, vanjskom mitohondrijskom membranom i lipidnim
kapljicama. Osim S$to formira nukleokapsidu, ovaj protein sudjeluje u apoptozi, stimulira
rast hepatocita i utje¢e na ozljedivanje te nastanak fibroze. Nukleokapsidni protein regulira
aktivnost pojedinih gena domacina poput c-myc i c-fox, inducira hepatocelularni karcinom

kod transgenih miSeva, te potice stvaranje lipidnih kapljica u citoplazmi hepatocita.

Glikoproteini E1 i E2 klju¢ne su komponente ovojnice HCV viriona nuzne za fuziju
viriona i stani¢ne membrane te ulazak zrele infektivne Cestice u stanicu domacina (Bartosch
1 sur. 2003) koji se sastavljaju u nekovalentne heterodimere. E2 sadrzi hipervarijabilne
regije koje ¢esto mutiraju i tako omogucuju izbjegavanje imunoloskog odgovora domacina,
a njihove aminokiselinske sekvence razlikuju se do 80% izmedu razli¢itih genotipova
HCV-a kao 1 medu podtipovima istog genotipa. E2 ima vaznu ulogu u ranoj fazi infekcije
putem interakcije s komponentama receptorskog kompleksa (Flint i McKeating 2000). O
glikoproteinu E1 dostupno je manje podataka, a smatra se da je ukljuéen u procese

membranskih fuzija.

Protein p7 je viroporin koji stvara ionske kanale u lipidnim membranama. NuZan je
za virusnu infektivnost i prvenstveno lokaliziran na ER gdje formira ionski kanal Kkoji
sudjeluje u regulaciji unutarstani¢ne pH vrijednosti, te tako stimulira replikacijski ciklus
virusa (Ali i sur. 2014).

Primarne nestrukturne proteine HCV-a ¢ine NS2, NS3, NS4B, NS5A i NS5B. NS2
je cink-ovisna metaloproteaza koja cijepa HCV poliprotein izmedu NS2 i NS3 §to je nuzno
za virusnu replikaciju 1 pravilno sastavljanje zrelih infektivnih cestica. Osim proteazne
aktivnosti smatra se da takoder sudjeluje u apoptozi, stanicnoj proliferaciji i modulaciji

genske ekspresije (Dumoulin i sur. 2003; Erdtmann i sur. 2003).

NS3 je RNA helikaza i serinska proteaza ¢iju aktivnost modulira NS4A protein. Oba
su proteina lokalizirana na ER, te cijepaju HCV poliprotein nizvodno od NS3 S§to osigurava
pravilnu replikaciju virusa. Helikazna domena sudjeluje u vezanju RNA te odmatanju regija

sa kompleksnim sekundarnim strukturama posredstvom reakcija hidrolize NTP-a.



Helikaznu aktivnost regulira NS3 proteazna domena u kombinaciji sa NS5B RNA-ovisnom

RNA polimerazom (Zhang i sur. 2005).

NS4B je hidrofobni protein od 27 kDa ¢ija funkcija dugo nije bila poznata. Ukljucen
je u modulaciju aktivnosti NS5B RNA-ovisne RNA polimeraze i razli¢ite puteve prijenosa
signala u stanicama domacina. Moguce je da sudjeluje u procesu HCV karcinogeneze,
narusavanju funkcije ER, te kao klju¢na platforma u formiranju replikacijskog kompleksa
(Egger i sur. 2002).

NS5A je fosforilirani cink-metaloprotein od 58 kDa vazan za pravilnu formaciju
replikacijskog kompleksa i sastavljanje zrelih infektivnih ¢estica HCV-a (Huang i sur.
2005) preko interakcija sa lipidnim splavima porijeklom od unutarstani¢nih membrana.
Hiperfosforilacija narusava navedene interakcije, te negativno utjece na replikaciju viralne
RNA (Evans i sur. 2004). NS5A takoder suprimira imunoloski odgovor domacina tako §to
inhibira interferonom-aktiviranu proteinsku kinazu PKR (Gale i sur. 1998). S obzirom da
stupa u interakciju s proteinima na povrSini lipidnih kapljica, lipidnim splavima i
apolipoproteinima, moguce je da ima i vrlo znacajnu ulogu kao posrednik metabolizma

lipida.

NS5B je RNA-ovisna RNA polimeraza koja sintetizira RNA koriste¢i genom virusa
kao kalup. Poput vecine nestrukturnih proteina, lokalizirana je na membrani ER i ima
klju¢nu ulogu u formiranju HCV replikacijskog kompleksa. 1z tog razloga, NS5B protein je
1 zna¢ajna strukturna meta DAA (Pawlotsky 1 McHutchison 2004). Takoder veze ciklofilin
B, stani¢nu peptidil-prolil izomerazu koja regulira viralnu replikaciju na nacin da modulira

kapacitet vezanja RNA za NS5B (Watashi i sur. 2005).

1.1.2.  Struktura i replikacijski ciklus HCV

Virioni HCV-a imaju promjer 50-80 nm i sadrze virusnu RNA oko koje se nalazi
nukleokapsida te lipidnu ovojnicu s usidrenim glikoproteinima E1 i E2 (Vieyres i sur. 2014,
Slika 2). Obzirom na to da se nukleokapsidni proteini HCV-a povezuju s lipoproteinima,

apolipoproteini poput apoE, apoB, apoA1l, apoC1, apoC2 i apoC3 cCesto se nalaze povezani



s virionima ¢iji lipidni sastav nalikuje lipoproteinima niske (LDL) i vrlo niske (VLDL)
gustoce pri cemu kolesterolni esteri ¢ine gotovo polovicu ukupnih HCV lipida (Merz 1 sur.
2011). Apolipoproteini asocirani sa virionom imaju vaznu ulogu pri ulasku Cestice u
stanicu, a smatra se i da pridonose izbjegavanju imunoloskog odgovora domacina tako $to

prekrivaju povrSinske HCV glikoproteinske antigene.

Glikoproteini ovojnice HCV kljucni su viralni faktori ulaska u stanicu. Vezu se za
receptore na povrsini stanice i1 poticu fuziju virusne ovojnice 1 stanicne membrane. HCV
transmembranski glikoproteini E1 i E2 formiraju nekovalentne heterodimere unutar
inficiranih stanica dok na povrSini viriona egzistiraju u obliku velikih kovalentnih
kompleksa stabiliziranih disulfidnim mostovima (Vieyres i sur. 2010). lako su ranija
istrazivanja ukazivala na to da E2 komponenta heterodimera katalizira fuzijsku reakciju
izmedu ovojnice HCV 1 stani¢ne membrane domacina, kristalografske analize su utvrdile

kako ta uloga vjerojatno pripada E1 glikoproteinu (Douam i sur. 2014).

Jednolan¢ana RNA

Glikoproteini

Nukleokapsida ovojnice

Ovojnica

Slika 2. Struktura HCV viriona (modificirano prema:

http://player.slideplayer.com/24/7378634/data/images/img4.jpg)

Tijekom infekcije, virioni najceS¢e putem krvi dolaze do jetre Sto omogucuje
kontakt viriona s bazolateralnom povrsinom hepatocita te povezivanje glikoproteina virusne
ovojnice s vise stani¢nih povrSinskih receptora. Prvi kontakt viriona i staniéne membrane
ostvaruje se preko proteoglikana sindekan-1 ili sindekan-2 odnosno pomoc¢u SRBI
receptora (engl.”’scavenger receptor B1”) (Dao Thi i sur. 2012), a u procesu sudjeluje i

ApoE koji pomaze u vezivanju. Nakon prihva¢anja na stani¢nu povrSinu potrebno je
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koordinirano djelovanje cetiri specificnih faktora ulaska u stanicu: SRBI, tetraspanin
CD81, te proteina ¢vrstih veza claudin-1 (CLDN1) i occludin (OCLN). Osim navedenih
glavnih faktora identificirani su i alternativni faktori poput transportera kolesterola nalik
Niemann-Pick C1 proteinu (NOCIL1) i transferrinskog receptora 1, ¢iji mehanizmi
djelovanja jos nisu razjasnjeni (Martin i sur. 2013). Virion ulazi u stanicu endocitozom u
obliku klatrinskih vezikula povezanih s CD81-CLDN1 kompleksom, putuje duz aktinskih
stresnih vlakana nakon ¢ega dolazi do fuzije s Rab5a endosomima te otpusStanja genoma u

citosol i zapo€injanja translacije viralnih proteina i replikacije (Coller i sur. 2009).

Nakon translacije, proteini HCV-a vezu se na membrane endoplazmatskog
retikuluma. Proteini NS3/4A, NS4B, NS5A i NS5B formiraju replikacijski kompleks koji
omogucuje umnazanje genomske RNA (Lohmann 2013) pri ¢emu klju¢nu ulogu ima enzim
NS5B (RNA-ovisna RNA polimeraza). Prilikom replikacije genoma HCV inducira opsezne
rearanzmane unutarstani¢nih membrana i1 pritom stvara vrlo specifian citoplazmatski
mikrookolis, tzv. “membransku mrezu”, koju uglavnom c¢ine vezikule s dvostrukom
membranom promjera 150 nm koje se brzo akumuliraju sukladno stopi replikacije RNA
(Romero-Brey i sur. 2012; Ferraris i sur. 2010). Zbog sposobnosti oligomerizacije, NS4B
predstavlja glavnu platformu za agregaciju vezikula, dok je za indukciju kompletne mrezne
strukture potrebno zajednicko djelovanje gotovo svih navedenih nestrukturnih proteina

replikacijskog kompleksa.

Osim spomenutih faktora, vaznu ulogu ima i fosfatidil-inozitol-4-kinaza-I1l
(P14K1I1) domacdina koja u interakciji s NSSA inducira akumulaciju fosfatidilinozitol-4-
fosfata (PI4P) a taj je proces vazan za uspostavu ultrastrukturne morfologije membranske

mreze (Reiss isur. 2011).

S obzirom da HCV utjece na ekspresiju gena povezanih sa stani¢nim metabolizmom
lipida, $to dovodi do akumulacije unutarstani¢nih lipida, smatra se da kolesterol i drugi
lipidi imaju odredenu ulogu u replikaciji virusa. Lipidne kapljice pronadene u membranskoj
mrezi su organeli okruzeni fosfolipidnim slojem bogatim proteinima koji sadrze velike
koli¢ine triacilglicerida 1 kolesterolnih estera, te koordiniraju sintezu viralne RNA 1
morfogenezu infektivnih Cestica (Miyanari i sur. 2007). Stoga lipidi imaju klju¢nu ulogu u

pravilnom sastavljanju i otpustanju zrelih viriona.



Proces sastavljanja  viriona ukljucuje  koordinirano djelovanje EI-E2
glikoproteinskog kompleksa na ER, pakiranje viralne RNA pomoc¢u nukleokapsidnih
proteina vezanih uz lipidne kapljice te veéi broj viralnih i domacinskih ¢imbenika. Virioni
HCV-a nastaju pupanjem u endoplazmatski retikulum. Interakcija izmedu nukleokapsidnog
proteina i NS5A vazan je korak u ovom procesu jer dovodi do zaustavljanja replikacije
RNA, a potice sastavljanje viriona (Miyanari i sur. 2007; Masaki i sur 2008). Na sli¢an
nac¢in NS2 udruzuje E1-E2 glikoproteinski kompleks, p7 1 NS3-4A kompleks ¢ije su
medusobne interakcije nuzne za aktivaciju nukleokapsidnog proteina i poc¢etak formiranja
funkcionalne nukleokapside. Prije izlaska iz stanice virusne Cestice prolaze kroz Golgijev
aparat $to potvrduju kompleksne modifikacije E1-E2 kompleksa (Vieyres i sur. 2010). Na
tom putu vaznu ulogu ima p7 protein koji neutralizira kiselu pH vrijednost u pojedinim

odjeljcima sekretornog puta (Wozniak i sur. 2010).
Unato¢ brojnim istrazivanjima, replikacijski ciklus HCV-a (Slika 3) jos uvijek nije u

potpunosti istrazen, posebice mehanizmi iskoristavanja lipidnih komponenata 1 regulacije

lipidnog metabolizma domacina.
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Slika 3. Replikacijski ciklus HCV (modificirano prema: Moriishi i Matsuura 2012)



1.1.3.  Imunopatogeneza infekcije HCV-om

Mehanizmi urodene imunosti predstavljaju prvu liniju obrane od virusnih infekcija.
Interferoni (IFN) su srediS$nji citokini odgovorni za indukciju antiviralnog stanja u
stanicama te aktivaciju 1 regulaciju glavnih komponenata urodene imunosti poput NK-
stanica (engl. “natural killer cells”) (Stetson i Medzitov 2006). Interferoni tipa I (porodica
IFN-a i IFN-B) i tipa Il (IFN-A1, -A2 i -A3; poznati i kao IL29, IL28A i IL28B) sintetiziraju
se u stanicama koje su zarazene virusima. Najznacajniji izvori interferona klase I u ljudi su
makrofagi i plazmacitoidne dendriti¢ke stanice (DC, engl. “dendritic cells”). Interferon tipa
Il (IFN-y) sintetiziraju NK-stanice, ali i komponente sustava steCene imunosti, poput
antigen-specifiénih T-limfocita (pomo¢ni¢ki CD4" T-limfociti Thl citokinskog profila i

citotoksi¢ni T-limfociti).

Glavni signalni putevi prepoznavanja infekcije ukljucuju put ovisan o Toll-u sli¢nim
receptorima (engl. Toll-like Receptors, TLR), te citosolni put aktiviran vezanjem viralne
RNA na helikaze gena RIG-1 i antigen Mda5 (Iwasaki i Medzitov 2004; Yoneyama i Fujita
2007). Oba puta aktiviraju kljucne transkripcijske faktore NF-xB 1 IRF3/7 koji prepoznaju

promotore interferonskih gena tipa I i I11.

Svi interferoni induciraju antiviralno stanje transkripcijom stotina gena ovisno o tipu
interferona i vrsti stanice. Broj interferonom-inducibilnih gena znacajno se razlikuje te npr.
pegilirani IFN-a2 inducira transkripciju 200-300 gena u hepatocitima dok u
mononuklearnim stanicama periferne krvi moZe aktivirati 1 viSe od 2000 gena (Sarasin-
Filipowicz 2008). Interferoni tipa I i Il iznimno su vazan dio urodene imunosti u virusnim
infekcijama. “Knock-out” miSevi bez funkcionalnih receptora za IFN-a 1 IFN-y ili
komponenata interferonskog puta prijenosa signala (Slika 4) ugibaju nakon zaraze slabo
patogenim virusima dok funkcionalna inaktivacija ovih gena u ljudi uzrokuje
imunodeficijencije koje mogu biti letalne 1 u novorodenackoj dobi (Dupuis 1 sur. 2003).
IFN-i tipa III imaju posebno znacajnu ulogu u obrani epitelnih povrSina respiratornog i

gastrointestinalnog trakta od infekcija (Mordstein i sur. 2010).
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Slika 4. Transdukcija interferonskog signala putem Jak—STAT (preuzeto od: Heim i Thimme 2014)

1.1.3.1. Akutna faza infekcije

Akutnu fazu HCV infekcije moguce je podijeliti na ranu akutnu fazu prije aktivacije
i mobilizacije specifiénih T-limfocita u jetri te na kasnu akutnu fazu u kojoj djeluju
mehanizmi sustava steCene imunosti (Slika 5). Samo nekoliko dana nakon infekcije dolazi
do urodene imunoloske reakcije putem interferonom-inducibilnih gena a opseg aktivacije
ovisi o kinetici virusne replikacije i koli¢ini virusnih antigena (Su 1 sur. 2002). Infekcija
HCV-om aktivira TLR i RIG-1/Mda5-ovisne signalne puteve. U ranoj fazi imunoloskog

odgovora vaznu ulogu imaju hepatociti te plazmacitoidne dendriticke stanice stimulirane u
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direktnom kontaktu s hepatocitima koje su najvaznije stanice u sintezi interferona
(Takahashi 1 sur. 2010). Brza aktivacija transkripcije interferonom-stimuliranih gena

vjerojatno je rezultat sinergistickog djelovanja IFN-a tipa | i I11.

NK-stanice su veliki granulirani limfociti te iznimno znacajne stanice urodene
imunosti koje su u jetri Covjeka prisutne u znatno vecoj koli¢ini u odnosu na perifernu krv
(Tian 1 sur. 2013). Ove stanice iskazuju direktni antiviralni i regulatorni ucinak putem
citolitickih (apoptoza i kompleksi perforina) i necitolitickih (IFN-y) mehanizama, te stoga
igraju vrlo vaznu ulogu u kontroli viremije u akutnoj fazi infekcije. Djelovanje NK-stanica
usko je povezano s opsegom aktivacije T-limfocita pri ¢emu pojacana degranulacija NK-
stanica korelira sa intenzitetom djelovanja mehanizama stecene imunosti (Pelletier i sur.

2010).

Za razliku od urodene imunosti koja se aktivira ve¢ nekoliko dana nakon infekcije,
potrebno je oko 6-8 tjedana prije no §to mehanizmi steCene imunosti (antitijela i T-
limfociti) postanu funkcionalni (Klenerman i Thimme 2012). Medutim, veéina antitijela
specifi¢nih za strukturne i nestrukturne HCV proteine ne mogu uc¢inkovito sprijeciti vezanje
viriona za ciljne stanice i ulazak virusa dok je stani¢na specificna imunost najucinkovitiji

dio imunoreakcije na HCV (Logvinoff i sur. 2004).
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Slika 5. Prirodni tijek HCV infekcije (modificirano prema: Heim i Thimme 2014)
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Eradikacija HCV-a u zaraZenom organizmu povezana je sa snaznom i trajnom
aktivacijom CD4" i CD8" T-limfocita koji su specifi¢ni za brojne epitope na razli¢itim
proteinima HCV-a, te ih je moguce detektirati tijekom akutne ali i u kroni¢noj infekciji
(Takaki i sur. 2000). CD4" T-limfociti su centralni regulatori ste¢enog imunolo$kog
odgovora dok su CD8" T-limfociti specifi¢ni za virus najvaznije efektorske stanice (Slika 6)

¢iji je antiviralni utjecaj baziran prvenstveno na ekspresiji i djelovanju IFN-y te manjim

dijelom na citolitickim mehanizmima (Dill i sur. 2012).
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Slika 6. Specifi¢na stani¢na imunost u HCV infekciji (preuzeto od: Heim i Thimme 2014)

1.1.3.2. Kroni¢na faza infekcije

U bolesnika s kroni¢cnom HCV infekcijom opseg aktivacije interferonom-stimuliranih
gena izrazito je varijabilan tj. u pojedinih osoba dokazana je aktivacija vise od stotinu
interferonom-inducibilnih gena no postoje i bolesnici kod kojih se aktivacija ovih gena (a
time 1 mehanizama urodene imunosti) ne moze dokazati (Wieland 1 sur. 2014). Usprkos
aktivaciji endogenih IFN u stanicama jetre, HCV uspijeva uspostaviti kroni¢nu infekciju u
vecine zarazenih osoba. lako mehanizmi putem kojih HCV interferira s bioloskom aktivnosti
IFN nisu u potpunosti jasni, ve¢ina podataka ukazuje na to da su povezani s interferencijom
Jak-STAT signalnog puta te inhibicijom translacije proteina na ribosomima (Chen i sur.
2005). S obzirom da se replikacija HCV-a odvija u substanicnim kompartimentima
(uglavhom oko ER-a) postoji moguénost da je dostupnost antiviralnih interferonom-
inducibilnih proteina na mjestima replikacije ograni¢ena ili da virusni proteini interferiraju s

antivirusnim proteinima (Dill i sur. 2012).
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U kroni¢noj HCV infekciji, NK-stanice su aktivirane ali imaju modificirani fenotip i
funkciju (npr. pojacano eksprimiraju aktivirajuée receptore poput NKp30 i NKp46, te
intenzivno fosforilirane STAT transkripcijske faktore) (Edlich i sur. 2012). Aktivnost NK-
stanica u HCV infekciji je suprimirana te ove stanice sintetiziraju snizene koncentracije IFN-
y. In vitro, smanjenu sposobnost sinteze IFN-y moguce je rekonstituirati kultivacijom uz
stimulaciju citokinima ili ko-kultivacijom s monocitima i dendritickim stanicama (Zhang i
sur. 2013). HCV moze neposredno interferirati s djelovanjem NK-stanica. Neki od
mehanizama ukljucuju poticanje monocita na sintezu velikih koncentracija citokina IL-10,
direktni kontakt sa inficiranim stanicama, te blokiranje sinteze proteina komplementa (Kim i
sur. 2014).

HCV perzistira u organizmu osoba s kroni¢nom infekcijom usprkos prisutnosti
neutralizacijskih antitijela i T-limfocita a pretpostavlja se da postoji vis§e mehanizama koji
smanjuju ucinkovitost specificne imunosti na HCV (Slika 7). Virus izbjegava mehanizme
humoralne imunosti putem mutacija epitopa virusnih povrsinskih antigena, interakcijom s
lipoproteinima  visoke gusto¢e (HDL) ili direktnim medustaniénim transportom
(Brimacombe i sur. 2011). Pretpostavlja se da deplecija ili nedovoljna aktivacija HCV-
specificnih CD8" T limfocita zbog malog broja ili nedostatno funkcionalnih antigen-
prezentirajucih stanica poput makrofaga i dendritickih stanica takoder pridonosi ogranicenoj

ucinkovitosti stani¢ne imunosti u HCV infekciji (Rosen 2013).
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U jetri vecine osoba s kronicnom HCV infekcijom mogu se dokazati T-limfociti
specifiéni za HCV. Medutim, sniZena sinteza efektorskih citokina u CD4" T-limfocitima,
ogranic¢ena raznolikost T-stani¢nih receptora (TCR), kao i snizena proliferacijska aktivnost te
inhibicija sinteze antiviralnih citokina u CD8" T-limfocitima pridonose ograni¢enoj

aktivnosti specifi¢ne stani¢ne imunosti u HCV infekciji.

Jedan od vaznih mehanizama supresije adekvatne aktivnosti CD8" T-limfocita
specificnih za HCV je pojacana koekspresija nekolicine razli¢itih inhibitornih receptora
poput PD-1, CTLA-4, TIM-3 i 2B4 (Kroy i sur. 2014; Schlaphoff i sur. 2011). Smanjena
aktivnost pomo¢nic¢kih CD4" T-limfocita i utjecaj regulatornih T-limfocita kao i sinteza IL-
10 1 sliénih inhibicijskih citokina takoder doprinose patogenezi kroni¢nog virusnog
hepatitisa. Znacajnu ulogu imaju regulatorni CD4"CD25" T-limfociti koji mogu usporiti
progresiju bolesti jetre u kroni¢noj fazi infekcije inhibiraju¢i CD8" T limfocite direktnim

medustani¢nim kontaktom u animalnim modelima (Franceschini i sur. 2009).

Svi navedeni mehanizmi zajednicki pridonose disfunkciji T-limfocita specifi¢nih za
HCV, medutim doprinose pojedina¢nih procesa u patogenezi kroni¢nog virusnog hepatitisa

tek treba istraziti.

1.1.4. Kilasifikacija i epidemiologija HCV infekcije

HCYV jedan je od vodeéih globalnih uzroka smrti i morbiditeta u covjeka (Mohd i sur.
2013). Antitijela specificna za virus u serumu zarazenih osoba najéesce se koriste kao biljeg
infekcije u epidemioloSkim istrazivanjima kao 1 u procjeni rasprostranjenosti infekcije u
pojedinim geografskim podru¢jima. Analiza distribucije pojedinih virusnih genotipova i
subtipova takoder se koristi u epidemioloskim istraZivanjima te proucavanju puteva Sirenja

infekcije na globalnoj razini.

HCV je klasificiran u 7 poznatih genotipova temeljem sekvence viralnog genoma, pri
¢emu se pojedini genotipovi razlikuju u 30-35% nukleotidnih mjesta. Genotipovi su
klasificirani u 86 podtipova koji se medusobno razlikuju u manje od 15% nukleotidnih

sekvenci no postoje i provizorno klasificirani podtipovi koji se za sada moraju jo$ detaljnije
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istraziti (HCV classification. International Committee on Taxonomy of Viruses. URL:
https://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/flaviviridae/w/sg_flavi/56/hcv-classification (pristupljeno
21.07.2017.)

Geografska distribucija genotipova HCV-a u svijetu vrlo je kompleksna. Takozvani
»epidemijski podtipovi“ (1a, 1b, 2a i 3a) Siroko su rasprostranjeni diljem svijeta i ¢ine veliki
udio u ukupnom broju globalnih infekcija, posebno u razvijenijim zemljama gdje su se
najvjerojatnije pro$irili 70-ih i 80-ih godina proslog stolje¢a putem kontaminiranih
transfuzija i uporabom droga. S druge strane, tzv. ,,endemski sojevi znatno su rjedi i vezani
uz specifi¢na podrucja poput zapadne i srednje Afrike te jugoistocne Azije (npr. do sada je
zabiljezen samo jedan slucaj HCV infekcije genotipa 7, u jednoj od zemalja srednje Afrike).
Opseznom pretragom literature publicirane u razdoblju od 2000. do 2015. Petruzziello i sur.
(2016) prikupili su podatke iz 138 zemalja (obuhvacaju oko 90% svjetske populacije) o

prevalenciji infekcije, broju dijagnosticiranih zaraza te distribuciji genotipova HCV-a.

Ukupna globalna rasprostranjenost HCV-a procjenjuje se na oko 2.5% (177 milijuna
zarazenih odraslih osoba). Srednja Azija i srednja Afrika imaju visoku prevalenciju infekcije
(>3.5%); jugoistona Azija, zapadna i istoéna Afrika, Bliski Istok, Latinska Amerika i
istona Europa imaju umjerenu prevalenciju (1.5% - 3.5%); dok juzna Afrika, Sjeverna
Amerika, pacifi¢ki obru¢ te zapadna i srednja Europa (Slika 8) imaju nisku prevalenciju
(<1.5%) HCV infekcije.

Analiza je pokazala da su se globalna prevalencija i broj HCV-om zaraZenih osoba, u
usporedbi sa slicnom studijom u periodu od 1990-2005, smanjili sa 2.8% na 2.5% odnosno
sa 185 na 177 milijuna zaraZzenih osoba. Najvefe smanjenje broja zarazenih osoba
zabiljeZeno je u razvijenim zemljama, posebno u zapadnoj Europi (-1.5%), dok je znatno
povecanje broja oboljelih zabiljezeno u manje razvijenim zemljama srednje Afrike (+3.7%) i
srednje Azije (+2.0%).

Procjenom ukupnog broja viremi¢nih osoba, ustanovljeno je da prosje¢na globalna
stopa viremije iznosi 67% (118.9 milijuna osoba s mjerljivom RNA HCV u serumu) s
rasponom od 48.7% u srednjoj Aziji pa do 80.2% u Latinskoj Americi (Tablica 1). Unato¢
dobivenim rezultatima treba spomenuti kako neke zemlje (poput Poljske), za koje se

godinama smatralo kako biljeze rastuéu stopu HCV viremije, imaju znatno manji broj
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zarazenih osoba, §to je vjerojatno posljedica dugogodisnje upotrebe nekvalitetnih seroloskih

HCYV testova niske specifi¢nosti bez potvrdnih testova detekcije HCV antigena (Godzik i sur.

2012).

Genotip 1 odgovoran je za 49.1% ukupnog broja infekcija HCV-om u svijetu tj.

najéeSca je genetska varijanta ovog virusa. Zatim slijede genotip 3 (17.9%), genotip 4
(16.8%), genotip 2 (11.0%), genotip 5 (2.0%) i genotip 6 (1.4%). Nedefinirani ili mjeSoviti
genotipovi ¢ine 1.8% svih HCV infekcija (Tablica 2).

Tablica 1. Svjetska rasprostranjenost virusa hepatitisa C i broj zaraZenih osoba (svih dobi)

Anti-HCV Stopa Populacija Anti-HCV HCV

Kontinent prevalencija viremije 2013 detekecije viremija
(%) (%) (milijuni) (milijuni) (milijuni)

Afrika 2.9 70.5 927.0 26.9 19.0
Bliski Istok 2.7 68.8 469.0 12.7 8.7
Amerika 1.3 74.0 953.7 12.4 9.2
Azija 2.8 64.4 3985.0 111.6 71.9
Australazija 1.8 74.8 28.0 0.5 04
Europa 1.8 72.4 742.5 13.4 9.7
Ukupno 2.5 67.0 7105.2 177.5 118.9
Modificirano prema Petruzziello i sur. (2016)
Tablica 2. Rasprostranjenost genotipova HCV-a u svijetu
Kontinent Gl (%) | G2(%) | G3(%) | G4 (%) | G5(%) | G6 (%) | MjesSoviti
Afrika 26.3 23.7 6.3 28.1 12.2 - 3.4
Bliski Istok 27.3 0.8 6.3 65.3 0.3 - -
Amerika 74.5 10.2 10.6 1.7 0.1 0.3 2.6
Azija 46.6 18.6 22.4 1.0 0.1 7.0 4.3
Australazija 55.0 6.5 36.0 1.2 - 1.3 -
Europa 64.4 5.5 25.5 3.7 0.1 0.1 0.7
Ukupno 49.1 11.0 17.9 16.8 2.0 14 1.8

Modificirano prema Petruzziello i sur. (2016) G1; G2; G3; G4; G5; G6 - genotipovi HCV-a
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Potrebno je istaknuti da analiza Petruzziello i sur. (2016) ima i odredena ogranicenja,
prvenstveno zbog oskudnih literaturnih podataka iz Afrike i Azije. Osim toga, u veéini
analiziranih podrucja broj ispitanika u epidemioloskim istrazivanjima bio je ograni¢en (u
samo 21% od 138 ispitivanih zemalja uzorak ispitanika u nacionalnim istraZivanjima bio je
ve¢i od 10,000). Usprkos tome, moZe se zakljuciti da je u razdoblju od 2005. do danas
zabiljezeno smanjenje globalne rasprostranjenosti HCV-a u svijetu. Nova saznanja o
distribuciji genotipova HCV-a na nacionalnoj razini biti ¢e klju¢na za bolje razumijevanje
puteva Sirenja infekcije ali 1 potrebe razvoja cjepiva u zemljama gdje je raznolikost virusa na

molekularnoj razini vrlo velika.
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Slika 8. Rasprostranjenost (A) i genotipska distribucija (B) HCV-a u Europi (preuzeto od: Petruzziello i sur.
2016) G1; G2; G3; G4,; G5; G6 - genotipovi HCV-a
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1.2. Semaforini

Semaforini su velika i raznovrsna porodica topivih i transmembranskih glikoproteina,
strukturno i funkcionalno evolucijski o¢uvanih kod velikog broja vrsta. Prvi otkriveni
semaforin, transmembranski semaforin-1A (SEMA-1A; prvotno nazvan Fasciclin 1V),
detektiran je tijekom istrazivanja neuralnog razvoja skakavca (Kolodkin i sur. 1992). Nakon
toga, otkriven je C¢imbenik koji zaustavlja rast aksona u mozgu pileta (topivi SEMA-3A,
originalno nazvan Collapsin) a zatim specifi¢ni antigen na povrsini eritrocita (GPI-vezani
semaforin SEMA-7A poznat i kao CDw108) i T-limfocitni antigen CD100 (SEMA-4D)
(Bougeret i sur. 1992).

Geni za veliki broj razlicitih semaforina pronadeni su kod vecine zivotinja i virusa
(ne i kod biljaka i prazivotinja), a dijele se u 8 glavnih klasa, 1-7 i V (Slika 9). Klase 3-7
prisutne su kod kraljeznjaka, klase 1 i 2 kod beskraljeznjaka, a klasa V samo kod virusa.
Geni koji kodiraju za semaforine nalaze se u razli¢itim dijelovima genoma, najcesc¢e sadrze
nekoliko egzona unutar svakog gena i gotovo svi se alternativno prekrajaju. Geneticka
raznolikost unutar porodice semaforina vrlo je velika, pri ¢emu se pojedini Elanovi

medusobno razlikuju u vise od 50% aminokiselinskog sastava.

Class 1 2 3 4 5 6 7 Vv
Representative caenornabdits Caenomabditis Danio rerlo, — Danlo reri, Drosophila Danio rerio, Danio rerio, Virus
specles elegans, elegans, Mus musculus, Mus musculus, melanogaster, Mus musculus, Mus musculus,
Drosophila Drosophila Homo sapiens Homo sapiens  Danio rerio, Homo sapiens Homo sapiens
melanogaster melanogasier Mus musculus,
Homo sapiens
Members Sema-1a Sema-2a Sema3lA SemadA SemabA SemabA Sema7iA SemaVA
Sema-1b Sema-2b Sema3B SemadB SemabB SemabB SemaVB
Semalc SemadC Semasc SemasC
Sema3dD SemadD SemabD
Sema3E SemadE
Sema3F SemadF
Sema3G SemadG

Extracellular

Intracellular

[[] Sema domain [l PSI domain [l Ig domain
[ Basic domain [Jll Thrombospondin domain [ll GP!I linkage GB.c

Slika 9. Klasifikacija i strukture ¢lanova porodice semaforina (preuzeto od: Yazdani i Terman 2006)
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Iako se medusobno razlikuju u sekvenci 1 opcoj strukturi, svi ¢lanovi porodice
semaforina posjeduju ocuvanu izvanstani¢cnu domenu od otprilike 500 aminokiselina
(“sema” domena). Osim niza visoko ocuvanih aminokiselinskih sekvenci, gradena je od
velikog broja cisteinskih bo¢nih ogranaka koji medusobno formiraju brojne disulfidne
mostove, te formira vrlo specifiénu strukturu B-propelera karakteristiénu za proteine s
raznovrsnim funkcijama poput integrina i receptorskih tirozinskih kinaza (Gherardi i sur.
2004). Upravo je sema domena klju¢na komponenta preko koje semaforini ostvaruju svoje
interakcije (dokazano na istrazivanjima aksonskog navodenja putem SEMA-3A). Direktno
pored sema domene nalazi se pleksin-semaforin-integrin (PSI) domena takoder bogata
cisteinskim bo¢nim ograncima i karakteristi¢na za sve semaforine osim klase V (Bork i sur.

1999).

Unato¢ spomenutim zajednickim karakteristikama, pojedini semaforini medusobno se
razlikuju u nadinu povezivanja sa stanicnom membranom, pa tako mogu biti topivi,
transmembranski ili vezani preko glikozil-fosfatidilinozitola (kod semaforina klase 7).
Takoder mogu sadrzavati dodatne motive poput domena nalik imunoglobulinima, sekvence
visoko bazi¢nih aminokiselina (semaforini klase 3) ili viSe ponavljanja trombospondinskih
domena (semaforini klase 5). Ove dodatne karakteristike zasluzne su za individualne
funkcije koje obavljaju pojedini semaforini, a neki od njih poput SEMA-4D mogu se dalje

procesirati u topive forme proteolitickom degradacijom.

Receptori visokog afiniteta za semaforine ukljucuju pleksine i neuropiline (Slika 10).
Identificirano je 9 gena za pleksine kod kraljeznjaka te su podijeljeni u 4 podskupine:
pleksin-A (1-4), pleksin-B (1-3), pleksin-C1 i pleksin-D1. Poput njihovih liganada i oni
imaju sema domenu na izvanstani¢noj strani, nekoliko PSI domena te 3 IPT domene, dok se
s citoplazmatske strane nalaze strukture nalik GTPaza-aktiviraju¢im proteinima (GAP) koje
kataliziraju inaktivaciju R-Ras monomerne GTPaze (Oinuma i sur. 2004). Neuropilini (NP1 i
NP2), pronadeni iskljuc¢ivo kod kraljeznjaka, transmembranski su proteini koji sluze kao
koreceptori za semaforine klase 3 i ¢lanove porodice vaskularnog endotelnog faktora rasta
(VEGF).
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Slika 10. Semaforini i semaforinski receptori (pleksini i neuropilini) (preuzeto od: Capparuccia i Tamagnone
2009)

Semaforini kraljeZnjaka koji su vezani uz membranu takoder se vezu direktno na
pleksine dok topivi semaforini (klase 3) trebaju i neuropiline kao obvezne koreceptore
(jedina iznimka je SEMA-3E). Dodatne transmembranske molekule pronadene u
receptorskim kompleksima u interakciji s pleksinima i neuropilinima ukljuc¢uju L1CAM
(engl. “L1 cell-adhesion molecule”), receptorske tirozinske kinaze (RTK), receptore
razli¢itih faktora rasta i dr. (Toyofuku i sur. 2007). Osim semaforina opisani su i drugi
ligandi neuropilina poput faktora rasta fibroblasta 2 (FGF2), faktora rasta hepatocita (HGF) i
galektina-1 (Gal-1), a otkriveno je i da neuropilini formiraju komplekse s dodatnim
povrSinskim receptorima poput B1 integrina i transformiraju¢im faktorom rasta 1 (TGF- 1)

(Glinka i Prud’homme, 2008).

Semaforinski receptori aktiviraju Siroki spektar unutarstani¢nih signalnih puteva
(Slika 11). Glavnu funkciju imaju pleksini dok se utjecaj neuropilina (osim uloge u vezanju
liganada) jos§ istrazuje. Iako pleksini nemaju intrinzi¢nu kinaznu aktivnost, mogu aktivirati
asocirane tirozinske kinaze 1 vlastiti GAP potencijal te na taj nacin regulirati dinamiku

citoskeleta, funkcije integrina, stani¢nu adheziju i migraciju.
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Vecina istrazivanja o semaforinskim signalnim kaskadama radena je na
prototipovima SEMA-3A i SEMA-4D u neuronima i endotelnim stanicama, a smatra se da
su ti putevi prisutni i u ostalim stani¢nim tipovima. Dokazano je da semaforini reguliraju
funkciju integrina, heterodimernih povrsinskih receptora koji vezu stanice za izvanstani¢ni
matriks, Sto je srediSnji dogadaj u procesima stani¢nog rasta i prezivljenja, pokretljivosti 1
apoptoze (Hanahan i Weinberg, 2000). To se ostvaruje preko destabilizacije monomerne
GTP-aze R-Ras koja odrzava integrine aktiviranima, formira fokalne adhezije i
medustanicne veze, te tako doprinosi stanicnim migracijama i invazivnosti (Negishi 1 sur.
2005). Osim R-Ras pleksini reguliraju i malu GTP-azu RhoA preko sekundarnih glasnickih
faktora asociranih s citoplazmatskom domenom i na taj nacin, preko reorganizacije

komponenata citoskeleta, koordiniraju stani¢nim gibanjima.

Neki semaforini mogu aktivirati veéi broj, ponekad opre¢nih, signalnih puteva ovisno
0 receptorskom kompleksu. U eksperimentu s maligno-transformiranim stanicama dojke
prisutnost dviju razli¢itih kinaza imala je dvojaki efekt na aktivnost RhoA potaknute sa
SEMA-4D, promoviraju¢i ili inhibiraju¢i kemotaksiju ovisno o uvjetima eksperimenta.
Slican efekt zabiljeZzen je 1 sa SEMA-7A ¢€iji se utjecaj na adheziju, odnosno migraciju,
mijenjao ovisno o razli¢itim komponentama receptorskog kompleksa (Scott i sur. 2008). Oba
primjera govore u prilog stani¢no-specifi¢ne signalizacije iako sam molekularni mehanizam
jos§ nije poznat.

. i Semaphorin
Receptor tyrosine kinases

{e.g. ErbB2, Met) ‘\/O’
Plexin .
% Integrin
Ij « g

@ | SO0~

PI3K
PI3K

Migracije stanica e
Invazivni rast Dinamika citoskeleta

Morfogeneza Stani¢na adhezija

Slika 11. Semaforinski receptori i unutarstani¢ni signalni putevi (preuzeto od: Capparuccia i Tamagnone 2009)

21



1.2.1. Semaforin-4D

Semaforin-4D (SEMA-4D/CD100, prethodno poznat kao Sem J, G ili C) je
transmembranski glikoprotein tipa I od 150 kDa koji se klasificira u skupinu neuroloskih i
imunoloskih semaforina klase 4. Ljudski gen za SEMA-4D kodira sintezu proteina Kkoji
sadrzi 862 aminokiseline $to ukljucuje signalnu sekvencu (21 aminokiselina), izvanstani¢nu
domenu (713 aminokiselina), transmembranski segment (21 aminokiselina) i citoplazmatski
rep (107 aminokiselina). Izvanstani¢na domena sadrzi jednu “sema”, PSI (pleksin-semaforin-
integrin) i imunoglobulinu-nalik domenu, a u strukturnom smislu pokazuje 85% zajednickih
aminokiselinskih sekvenci sa misjim semaforinskim analogom (Janssen i sur. 2010). SEMA-
4D aktivan je kao homodimer, a proteolitickom aktivacijom pomocu metaloproteinaza
(poput TACE/ADAM17 i MMP-14) prevodi se u topivu aktivnhu formu od 120 kDa koja

takoder dimerizira.

SEMA-4D, kojeg sintetiziraju T-limfociti, aktivirani-B limfociti i dendriti¢ke stanice,
u imunoloskim procesima djeluje preko receptora slabog afiniteta CD72 koji iskazuje
inhibicijska svojstva za antigen-prezentirajue stanice. Vezanje semaforina na receptor
onemogucuje inhibicijski u¢inak CD72 §to rezultira pojac¢anom proliferacijom B-limfocita,

diferencijacijom makrofaga i dendritickih stanica te snaznom aktivacijom T-limfocita.

U srediSnjem Zziv€anom sustavu, SEMA-4D i njegov receptor visokog afiniteta
pleksin-B1 eksprimirani su u nekoliko regija mozga, a njihova interakcija pomaze kod
aksonskog navodenja neurona u razvoju (Worzfeld i sur. 2004). Tijekom razvoja SEMA-4D

takoder aktivira pleksin-B2 $to dodatno stimulira i usmjerava neuronalne migracije.

Utjecaj semaforina-4D zabiljeZen je i u procesima karcinogeneze. Sintetiziraju ga
makrofagi pri ¢emu se veze na pleksine-B1 endotelnih stanica i tako stimulira angiogenezu u
tumorskom mikrookoliSu. Iako su ovi rezultati ukazivali na mogu¢u ulogu semaforina-4D u
poticanju metastatskih procesa, istrazivanja na drugim modelima karcinoma (npr. jajnika)
ukazuju na moguc¢i antiproliferacijski uc¢inak na maligne stanice (Lu i sur. 2012). VaZznu
ulogu u signalizaciji i ostvarenju bioloskog u¢inka semaforina-4D imaju i koreceptori poput
Met i ErbB2 koji, u interakciji s pleksinima, modificiraju bioloske funkcije semaforina-4D

in vitro.

22



1.2.2. Semaforin-6D

Semaforin-6D (SEMA-6D), molekulske mase 135 kDa, ¢lan je skupine semaforina
klase 6 s primarnom ulogom u bioloskim funkcijama aksona. Cetiri poznata semaforina koji
pripadaju ovoj klasi transmembranski su glikoproteini tipa | koji dijele oko 40%
aminokiselinskog sastava i vezu specifi¢ne pleksin-A receptore neovisno o prisutnosti
neuropilina (Zhou i sur. 2008). SEMA-6D eksprimiran je u sranoj cijevi te u mozgu i
kraljeznickoj mozdini tijekom razvoja. Postnatalno je Siroko eksprimiran, ukljucujuci
neurone, limfocite, dendriticke stanice 1 osteoklaste dok su mozak, bubreg, posteljica te

sr¢ani 1 skeletni miSi¢i mjesta najvise ekspresije mRNA.

Najcesca ljudska izoforma SEMA-6D od ukupno 1073 aminokiselina sadrzi signalnu
sekvencu (21 aminokiselina), izvanstani¢nu domenu (ukljuéuju¢i sema i PSI domene, 642
aminokiselina), transmembransku sekvencu (21 aminokiselina) i citoplazmatsku
komponentu (390 aminokiselina, sli¢nost sa misjim homologom veca je od 95%).
Alternativnim  prekrajanjem nastaju izoforme kojima nedostaju sekvence izmedu
aminokiselina 570 1 644 ili sadrZe insercijsku sekvencu koja kodira za 13 aminokiselina na
poziciji 549 (sve navedene varijacije direktno utjeu na funkcionalnost PSI domene). Postoji
I rijetka izoforma ovog proteina od 476 aminokiselina, skrac¢ena iza sema domene (Qu i sur.

2002). Sve su izoforme prisutne u mozgu, ali i razli¢ito eksprimirane u drugim tkivima.

Tijekom razvoja kraljeznicke mozdine, SEMA-6D i SEMA-6C zajedno se
eksprimiraju te putem interakcije sa pleksin-Al receptorima usmjeravaju periferne neurone
mehanizmima odbijanja. SEMA-6D klju¢an je za morfogenezu sr¢anog ventrikula pileta
upravljaju¢i razvojnim procesima preko pleksin-Al receptora. Takoder sudjeluje u
prezivljenju i izbjegavanju kontaktne inhibicije tumorskih stanica pluénog mezotela. Aktivan
je 1 u imunoloSkim odgovorima preko stimulacije T-limfocita i dendritickih stanica, te u
regulaciji homeostaze kostiju interakcijom s osteoklastnim pleksinom-Al. lako je upravo
pleksin-Al glavni posrednik u SEMA-6D signalnim putevima, u receptorskom kompleksu

vaznu ulogu imaju i receptorske tirozinske kinaze poput VEGFR2 (Catalano i sur. 2009).
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1.2.3. Semaforin-3C

Semaforin-3C (SEMA-3C, prethodno SemaE) jedan je od 6 sekretornih semaforina
klase 3 koji medusobno dijele 40-50% aminokiselinskog sastava. Semaforini klase 3 snazni
su kemotakti¢ni proteini koji sudjeluju u usmjeravanju aksona i krvnih zila tijekom razvoja,

a smatra se da im je ekspresija poviSena tijekom onkogeneze (Neufeld i sur. 2005).

Ljudski SEMA-3C (751 aminokiselina) izrazito je modularno graden. Sadrzi signalnu
sekvencu od 20 aminokiselina, N-terminalnu sema domenu koja formira strukturu -
propelera slicnu onoj kod integrina (oko 500 aminokiselina), cisteinski ¢vor, proteoliticko
mjesto furinskog tipa, domenu nalik imunoglobulinu i C-terminalnu bazi¢nu domenu.
Kovalentna dimerizacija u kombinaciji s proteolitickom obradom C-kraja nuzni su za
aktivnost svih semaforina klase 3. Semaforini tipa 3 sudjeluju u putevima prijenosa signala
preko transmembranskih pleksina, bilo direktno ili u kombinaciji s obliznjim neuropilinskim
receptorima, pa tako SEMA-3C signalizacija ukljucuje pleksin-D1 te neuropilin 1 ili

neuropilin 2 u receptorskom kompleksu (Gitler i sur. 2004).

SEMA-3C eksprimiran je u motorickim neuronima somita, pluénim zacecima i u
stanicama neuralnog grebena tijekom rane embriogeneze, a takoder moze aktivirati integrine
u odredenim stanicama. Osim mehanizama molekularnog odbijanja ponekad djeluje i1 kao
kemoatraktant. Tijekom razvoja Ziv€anog sustava ovo svojstvo uspjesno komplementira
odbijaju¢e djelovanje SEMA-3A u susjednim stani¢nim slojevima. Jedan od primjera je
sudjelovanje u procesu migracije stanica neuralnog grebena nasuprot opreénom djelovanju
semaforina-6A i -6B (Toyofuku i sur. 2008). Ukoliko dode do mutacija u genima za SEMA-
3C ili pleksin-D1 odnosno narusavanja interakcija izmedu semaforina i neuropilina, to
uglavnom rezultira s poremecajima u neuralnom i kardiovaskularnom razvoju te smrtnim

ishodom.
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1.2.4. Semaforin-7A

Semaforin-7A (SEMA-7A, oznaka CD108, prethodno Sema K1 ili Sema L) je
glikoprotein mase 80 kDa usidren na stani¢noj membrani pomocu glikozil fosfatidilinozitola.
Takoder je poznat kao John Milton Hagen (JMH) antigen na ljudskim eritrocitima. SEMA-
7A jedini je otkriveni ¢lan klase 7, odnosno jedini semaforin vezan za stani¢nu membranu
putem GPI mosta. Ekspresija mu je uglavnhom koncentrirana u mozgu, slezeni i timusu
(Holmes i sur. 2002).

Ljudski gen Sema7A kodira signalnu sekvencu od 44 aminokiselina, izvanstani¢nu
domenu s ukljuenim sema i imunoglobulinu-nalik domenama (604 aminokiselina) te
signalnu sekvencu za GPI usidrenje od 18 aminokiselina. Sema domena sadrzi RGD motiv
(Arg-Gly-Asp tripeptid) preko kojeg se ostvaruje kontakt sa integrinima. Iako veze i Cesto se
koeksprimira s pleksinom-C1, brojne aktivnosti SEMA-7A ovise i o interakciji s Bl-
integrinima. 1z tog razloga SEMA-7A signalizacija moze imati vec¢i broj razli¢itih ili

oprec¢nih efekata ovisno 0 strukturi receptorskog kompleksa (Scott i sur. 2008).

SEMA-7A je imunoloski semaforin, eksprimiran i aktivan na CD4"CD8" timocitima,
aktiviranim T-limfocitima, makrofagima i mikroglija stanicama. T-limfocitni SEMA-7A
reagiraju s monocitima stimuliraju¢i kemotaksiju, biosintezu proupalnih citokina i
diferencijaciju dendriti¢kih stanica (Suzuki i sur. 2007). Medutim, SEMA-7A suprimira
signalizaciju T limfocitnog receptora promovirajuci njegovu internalizaciju u citosol i na taj
nacin regulira imunoloske reakcije T-limfocita. U stanicama pluca i jetre, sinteza SEMA-7A
aktivira se kao dio signalnog puta transformirajuceg faktora rasta B (TGF-B) 1 doprinosi

razvoju fibroze (Slika 12) (Kang i sur. 2007).

lako je prvenstveno imunoloski semaforin, SEMA-7A, poput ostalih ¢lanova
porodice, sudjeluje i u nekim drugim procesima. Eksprimira se na pre-osteoblastima i
osteoklastima gdje poti¢e migraciju i fuziju (Delorme i sur. 2005); na keratinocitima
stimulira razmjeStanje 1 dendriticnost melanocita; te na pojedinim neuronima, npr.

modulirajuéi rast aksona tijekom razvoja olfaktornog trakta.
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Slika 12. Model patogeneze jetrene fibroze (modificirano prema: Gressner i sur. 2007)

1.3. Ciljevi istrazivanja

Ciljevi istrazivanja su bili:

(1) Odrediti koncentraciju semaforina-4D, -6D, -3C i -7A u serumu bolesnika s kroni¢nim
hepatitisom C metodom enzimskog imunotesta i usporediti je s koncentracijama u serumu

osoba s kroni¢nom infekcijom hepatitisom B (HBV) i zdravim kontrolama.

(2) Analizirati moguéu povezanost izmedu koncentracija pojedinih semaforina i kinetike

virusne replikacije, stupnja fibroze te genotipa HCV-a.
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2. Materijali I metode

2.1. Ispitanici 1 bioloski uzorci

U istrazivanje su bile ukljuCene 43 osobe s kroni¢nim hepatitisom C, 10 osoba s
kroni¢cnom HBV infekcijom 1 10 zdravih kontrola. KoriSteni su ostatni uzorci seruma
biobanke Odjela za imunolosku i molekularnu dijagnostiku Klinike za infektivne bolesti ,,Dr.
Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu. Uzorci periferne krvi ispitanika uzeti su venepunkcijom i
prikupljeni u sterilne epruvete bez antikoagulansa te ostavljeni na sobnoj temperaturi 15 — 30
minuta. Serum je odvojen centrifugiranjem pri 2000 x g 10 minuta, a dobiveni supernatanti
pipetirani u sterilne epruvete, razdijeljeni u alikvote od 0.5 mL i pohranjeni pri -20°C (za
kvantifikaciju RNA HCV i genotipizaciju virusa) odnosno na -80°C za kvantifikaciju

semaforina.

2.2. Kvantifikacija RNA HCV

Za kvantifikaciju RNA HCV (viremija) koristena je standardizirana metoda
kvantitativnog PCR (qPCR) u stvarnom vremenu (Abbott RealTime HCV test, Abbott
Molecular, USA) optimizirana za bioloske uzorke seruma i plazme uz primjenu
automatiziranih instrumenata za ekstrakciju nukleinskih kiselina (m2000sp, Abbott
Molecular) i lan¢anu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu (real-time PCR) s reverznom
transkripcijom (m2000rt, Abbott Molecular) sukladno uputama proizvodaca (Slika 13).
Uzorci seruma otopljeni su na sobnoj temperaturi i promijeSani na vrtloZznoj mijesalici.
Ukoliko su zamuceni potrebno ih je dodatno centrifugirati oko 5 minuta pri 2000 x g. Uzorci
seruma volumena 0.5 mL zatim se nanose na drZza¢ za uzorke instrumenta za ekstrakciju
nukleinskih kiselina m2000sp. Automatiziranom tehnologijom magnetskih mikrocestica
prikuplja se virusna RNA, zatim ispire od nevezanih komponenata uzorka te eluira u jaZice
mikrotitarske plocice. Isti instrument potom sastavlja zajednicku smjesu saéinjenu od
amplifikacijskih pocetnica, fluorescentno obiljezenih proba za detekciju, termostabilne

polimeraze rTth i aktivacijskog reagensa, te je pipetira na mikrotitracijsku plocicu s eluiranim
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RNA HCV molekulama. Plocica se zatim prenosi u instrument m2000rt u kojem se izvodi
reverzna transkripcija (RT), amplifikacija real-time PCR-om i kvantifikacija RNA HCV.
Proba za detekciju RNA HCV sastoji se od kratkog linearnog oligonukleotida s fluoroforom
na 5' kraju 1 priguSivacem (engl. ,,quencher*) na 3' kraju. Pocetnice za PCR i proba za
detekciju specifi¢ni su za dio visoko ofuvane 5' netranslatiraju¢e regije (5' UTR) genoma
HCV-a odabrane kako bi osigurala detekciju svih genotipova virusa. U odsutnosti ciljne
sekvence fluorescencija je prigusena, a kod uspjesne hibridizacije dolazi do emisije svjetlosti
koju detektira skenerska komponenta uredaja. Osim navedenih oligonukleotida u testu se
koristi 1 sekundarni set pocetnica te proba obiljeZena alternativnim fluoroforom u svrhu
detekcije interne kontrole (transkript gena za hidroksipiruvat reduktazu iz bundeve) koja se
automatski dodaje u svaki uzorak tijekom ekstrakcije RNA HCV, a sluzi za validaciju procesa
te kao referentna vrijednost u fazi kvantifikacije. To omogucuje simultano pracenje oba
amplificirana produkta tijekom svakog ciklusa, a onaj ciklus u kojem dolazi do pojave
fluorescencije proporcionalan je logaritmu koncentracije RNA HCV u uzorku. Rezultati se
interpretiraju pomocu informatickog algoritma ,,Abbott RealTime HCV m2000 ROW System
Combined Application”. Donja granica detekcije ovog testa iznosi 12 IU/mL s vjerojatnoséu
>95% (IU — standardizirana medunarodna jedinica RNA HCV kvantifikacije) a dinamicki
raspon 12 — 108 IU/mL.

Slika 13. ,,Abbott m2000 REALTIME SYSTEM® za automatiziranu pripremu uzoraka, amplifikaciju u

stvarnom vremenu i detekciju (preuzeto sa: http://www.hospicaresystems.com/m2000-realtime-system/)
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2.3. Odredivanje genotipa virusa

Genotip HCV-a u ispitanika odreden je primjenom testa Versant HCV Genotyping
assay (LiPA, Siemens Healthcare, Germany) koji se temelji na kombinaciji PCR i reverzne

hibridizacije te identificira genotipove HCV-a 1-6 i viSe od 15 razli¢itih podtipova.

2.3.1.  lzolacija RNA HCV

Za izolaciju RNA HCV koristen je “QIlAamp DSP Virus Kit” (Qiagen, Njemacka)
(Tablica 3) prema uputama proizvodaca. Sve vrijednosti u protokolu odnose se na
pojedinacan uzorak. Prije pocetka uzorke sam ostavio na sobnoj temperaturi 30 min a zatim
dobro promijesao na vrtloznoj mijesalici. Pipetirao sam 75 uL proteaze QIAGEN u epruvetu
za lizu te zatim dodao 500 pL uzorka seruma. Nakon toga sam dodao jo§ 500 pL pufera za
lizu, vorteksirao 20 sekundi i inkubirao reakcijsku smjesu na termo bloku (56°C 15 min). Po
zavrSetku inkubacije u epruvetu za lizu sam dodao 600 pL 96% etanola, ponovno vorteksirao
20 sekundi te ostavio na sobnoj temperaturi 5 minuta. Tako pripremljene uzorke sam zatim
pipetirao na Ql1Aamp MinElute kolone za eluciju spojene na sustav vakuumske pumpe. Pod
utjecajem vakuuma lizat prolazi kroz kolonu pri ¢emu se viralna RNA veze na silikatnu
membranu. Nakon zavrSetka dodao sam 600 pL pufera za ispiranje 1 1 propustio ga kroz
kolonu pomoc¢u vakuuma a zatim ponovio isti postupak sa 750 pL pufera za ispiranje 2 te sa
750 pul 96% etanola. Po zavrSetku vakuumiranja, kolone za eluciju sam prenio u epruvete za
ispiranje i centrifugirao pri 20000 x g 1 minutu kako bi se membrane u potpunosti osusile.
Konacno, kolone sam stavio u ¢iste epruvete za eluciju, pipetirao 60 uL elucijskog pufera i
ostavio na sobnoj temperaturi 5 minuta te ponovno centrifugirao na 20000 x g 1 minutu.
Tako dobiveni filtrat sadrzi viralnu RNA. Uzorke sam pohranio na -80 °C do sljedeceg

koraka.
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Tablica 3. Standardizirani reagens za izolaciju viralne RNA (Qiagen, Germany)

QlAamp DSP Virus Kit
Catalog no. 60704
Number of preps 50
QlAamp MinElute  QlAamp MinElute® Columns 50
with Wash Tubes [WT) (2 ml)
EXT Column Extenders (3 ml) 50
ET Elution Tubes (1.5 ml) [ Ew T Tuee | 50
VC VacConnectors 50
LT Lysis Tubes {2 ml) [ 1vs [ Tuee | 50
WT Wash Tubes (2 ml) [ WASH | TUBE | 50
Al Lysis Buffer* 33 ml
AW1 Woash Buffer 1* [concentrate] [WASH [ BUF [1[cON] 19 ml
AW?2 Wash Buffer 2' (concentrate) [ WASH | BUF [2[CON] 13 ml
AVE Elution Buffer’ (purple caps) 4 %2 ml
PS Protease Solvent! 4.4 ml
Carrier Carrier RNA (red caps) [ car [ RN | 310 pg
QP QIAGEN? Protease! QPROT 1 vial
Handbook [HE_I 1

2.3.2.  Amplifikacija RNA HCV

Za amplifikaciju RNA HCV koristen je “VERSANT HCV Amplification 2.0 Kit
(LiPA)” (Siemens Healthcare, Njemacka) (Tablica 4) koji sadrzi sve reagense potrebne za
reverznu transkripciju i umnazanje 5° UTR i nukleokapsidne regije viralnog genoma. S
obzirom da su parovi pocetnica biotinilirani, amplifikacijom nastaju dva razliCita
biotinilirana DNA fragmenta duljina 240 (5> UTR regija) i 270 (nukleokapsidna regija)
parova baza koji se koriste za genotipizaciju virusa u sljede¢em koraku. Komplet ukljucuje i
enzim uracil-N-glikozilazu (UNG) za selektivnu degradaciju kontaminiraju¢ih produkata

amplifikacije potencijalno prisutnih u reakcijskoj otopini.

Prije amplifikacije pripremio sam zajednicku smjesu za RT-PCR u sterilnim
epruvetama pipetiraju¢i komponente kompleta u omjeru: 290 uL AMP MIX 1 45 uLL ENZ
MIX za svakih 10 ispitivanih uzoraka. Za to vrijeme svi su materijali i reagensi drzani na
ledu. Pripremljenu zajednic¢ku smjesu sam resuspendirao pipetom, kratko vorteksirao te
dodao po 30 pL u svaku reakcijsku epruvetu. Pipetirao sam po 20 pL izolirane RNA iz

prethodnog koraka u reakcijske epruvete sa zajedni¢kom smjesom, inkubirao 10 minuta na
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sobnoj temperaturi (radi kontrole kvalitete reakcije aktivno$¢u enzima UNG) te ih stavio u

termociklicki amplifikator GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, UK). Termalni

profil uredaja kalibriran je prema uputama proizvodaca (Tablica 5). Po zavrsetku postupka,

reakcijske epruvete sam izvadio iz uredaja i amplikone pohranio na -20 °C.

Tablica 4. Standardizirani reagens za amplifikaciju 5° UTR i nukleokapsidne regije HCV genoma (Siemens,

Germany)
Komponenta Koli¢ina Opis Skladistenje
ENZ MIX 4 x 45 uL Sadrzi reverzne -25°C do -15°C

(smjesa enzima) transkriptaze

i Omniscript,

Sensiscript

HotStarTaq polimerazu

i uracil-N-glikozilazu

AMP MIX 1x14mL Sadrzi sintetske
(amplifikacijska oligonukleotide u puferu
smjesa) s ANTP/dUTP i MgCl.

-25°C do -15°C

Tablica 5. Termalni profil optimiziran za GeneAmp PCR System (Applied Biosystems, UK)

Korak Temperatura Trajanje
(a) Reverzna transkripcija 50°C £0.5°C 30 minuta
(b) Pocetna PCR aktivacija 95°C £ 0.5°C 15 minuta
(c) Denaturacija 95°C £ 0.5°C 30 sekundi
(d) Vezanje pocetnica 50°C £0.5°C 30 sekundi
(e) Elongacija 72°C £0.5°C 15 sekundi

Ponoviti korake ¢ do e 39 puta

Zavr$na elongacija 72°C £0.5°C 2 minute

2.3.3.  Genotipizacija RNA HCV

Za genotipizaciju HCV-a koristen je Versant HCV Genotype 2.0 Assay (LiPA,

Siemens Healthcare, Germany) dizajniran za identifikaciju HCV genotipova 1 — 6 te 15

podtipova u uzorcima seruma ili plazme. Test je baziran na reverzibilnoj hibridizaciji
biotiniliranih DNA PCR produkata, dobivenih RT-PCR amplifikacijom 5° UTR i
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nukleokapsidne regije RNA HCV, na imobilizirane oligonukleotidne probe. Probe su vezane
na nitrocelulozne trake preko poli(T) repa i specificne su za 5> UTR i nukleokapsidne regije
razli¢itih genotipova HCV-a. Nakon hibridizacije, nevezani produkti PCR se ispiru te se
dodaje streptavidin s konjugiranom alkalnom fosfatazom koji prepoznaje biotinilirane
hibride. Kromogeni supstrat BCIP/NBT potom reagira sa kompleksom streptavidina i
alkalne fosfataze pri ¢emu nastaje ljubiCasto/smedi talog Sto rezultira specifiénim uzorkom
obojenja nitroceluloznih traka. Nakon pocetnog nanoSenja uzoraka, slijedi niz inkubacija i
ispiranja prema uputama proizvodaca nakon ¢ega se trakice izvade pincetom, dobro posuse i
cuvaju u tami do analize. Rezultati se interpretiraju pomocu algoritma koji temeljem analize
pozicije biljega na nitroceluloznoj membrani omoguduje identifikaciju genotipova i

podtipova HCV-a.

2.4. Odredivanje koncentracije semaforina

Za odredivanje koncentracije semaforina u uzorcima seruma korisSten je ELISA —
enzimski imunotest (Human Semaphorin-4D, -6D, -3C, -7A ELISA Kit, MyBioSource, CA,
USA). ELISA je enzimski imunotest koji se temelji na specificnoj reakciji antigena i
antitijela u standardnim mikrotitracijskim plo¢icama. Antitijela specificna za analit
imobilizirana su u jazicama. Za vezna mjesta na antitijelima kompetiraju analit iz uzorka 1
enzimom obiljeZzeni analit-kompetitor. Ispiranjem se uklanja viSak analita obiljezenog
enzimom, te se dodaje bezbojni supstrat koji pod utjecajem enzima mijenja boju. Boja se
mjeri spektrofotometrijski, a intenzitet boje obrnuto je proporcionalan koncentraciji analita u

pocetnom uzorku.

2.4.1.  Odredivanje koncentracije semaforina-3C

Prije pocetka postupka sve uzorke i komponente kompleta (Tablica 6) ostavio sam na
sobnoj temperaturi 30 minuta. Zatim sam pripremio 1000 mL radne otopine za ispiranje (1x)
razrjedivsi 10 mL stock otopine (100x) sa 990 mL deionizirane vode mijesajuci dok se

kristali¢i u koncentratu nisu U potpunosti otopili.
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Bocice sa standardima sam protresao, a otopine resuspendirao pipetom prije
nanoSenja na mikrotitarsku plocu. U jazice sam zatim dodao 6 standarda poznatih
koncentracija volumena 100 pL u duplikatima, 4 slijepe probe volumena 100 pL (PBS, pH
7.0-7.2) te 63 uzoraka seruma volumena 100 uL (43 HCV, 10 HBV i 10 zdravih kontrola).
Nakon toga sam visekanalnom pipetom dodao 50 puL konjugata u sve jazice (osim slijepih
proba) i dobro promijesao. Plo¢u sam poklopio i inkubirao 1 sat na 37°C. Po zavrSetku
inkubacije sadrzaj sam uklonio i zapoCeo procesom ispiranja jazica (jazice se u potpunosti
ispune s 1x otopinom za ispiranje i nakon par minuta izliju, a postupak se ponavlja 5 puta).
Nakon ispiranja ploca se okrene i susi na papirnatim ru¢nicima do potpune suhoce (vazno za
dobar rezultat testa). U plasticnoj posudi sam zatim izmijeSao 6 mL supstrata A i 6 mL
supstrata B te pipetirao po 100 pL otopine u svaku jazicu, ukljucujuéi i slijepe probe. Plocu
sam poklopio 1 inkubirao 15 minuta na 37°C. Nakon inkubacije dodao sam 50 pL “stop”
otopine u svaku jazicu i dobro promijesao te odredio apsorbanciju pri 450 nm pomocu ¢itaca
mikrotitarskih plo¢a “Multiskan FC Microplate Photometer” (ThermoFisher Scientific,
USA). Na temelju poznatih koncentracija standarda i njihovih apsorbancija, te pomocu
internog software-a uredaja konstruirana je bazdarna krivulja iz koje su o€itane vrijednosti
koncentracija semaforina u uzorcima. Osjetljivost testa iznosi 0.1 ng/mL s rasponom
detekcije od 0 — 10 ng/mL.

Tablica 6. Komplet “Human Semaphorin-3C (SEMA-3C) ELISA kit” (MyBioSource, USA)

MATERIALS SPECIFICATION
1 | MICROTITER PLATE 96 wells
2 | ENZYME CONJUGATE 6.0 mL
3 | STANDARD A 0 ng/ml
4 | STANDARD B 0.5 ng/ml
5 | STANDARDC 1.0 ng/ml
6 | STANDARD D 2.5 ng/ml
7 | STANDARD E 5.0 ng/ml
8 | STANDARD F 10 ng/ml
9 | SUBSTRATEA 6 mL
10 | SUBSTRATE B 6 mL
11 | STOP SOLUTION 6 mL
12 | WASH SOLUTION (100x) 10 mL
13 | BALANCE SOLUTION 3mL
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2.4.2.  Odredivanje koncentracije semaforina-7A

Protokol za kvantifikaciju semaforina-7A vrlo je slian prethodnom, s manjim
razlikama u koncentracijama standarda i koriStenim volumenima odredenih komponenata

kompleta (Tablica 7).

U jazice sam dodao 50 uL standarda u duplikatima, 50 pL uzoraka i 50 pL slijepe
probe (PBS, pH 7.0-7.2). Zatim sam pipetirao 100 uL konjugata u sve jazice osim slijepih
proba te dobro promijeSao. Plocu sam poklopio i inkubirao 1 sat na 37°C. Nakon inkubacije
uklonio sam sadrzaj, jaZice isprao 5 puta S 1x otopinom za ispiranje i nakon toga plocu
osus$io na papirnatim ru¢nicima. U plasticnoj posudi sam izmijeSao 6 mL supstrata A i 6 mL
supstrata B te dodao po 100 pL otopine u svaku jazicu, ukljucujuéi slijepe probe. Plo¢u sam
poklopio i inkubirao 15 minuta na 37°C. Nakon inkubacije dodao sam 50 pL “stop” otopine
u svaku jazicu, dobro promijeSao, odredio apsorbanciju pri 450 nm pomocu Ccitaca
mikrotitarskih ploc¢a te iz konstruirane bazdarne krivulje odredio koncentracije semaforina u

uzorcima. Osjetljivost testa iznosi 0.1 ng/mL s rasponom detekcije od 0 — 25 ng/mL.

Tablica 7. Komplet “Human Semaphorin-7A (SEMA-7A) ELISA kit” (MyBioSource, USA)

MATERIALS SPECIFICATION
1 | MICROTITER PLATE 96 wells
2 | ENZYME CONJUGATE 10 mL
3 | STANDARD A 0 ng/ml
4 | STANDARD B 1.0 ng/ml
5 | STANDARD C 2.5 ng/ml
6 | STANDARD D 5.0 ng/ml
7 | STANDARD E 10 ng/mi
8 | STANDARD F 25 ng/ml
9 | SUBSTRATE A 6 mL
10 | SUBSTRATEB 6 mL
11 | STOP SOLUTION 6 mL
12 | WASH SOLUTION (100x) 10 mL
13 | BALANCE SOLUTION 3mL
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2.4.3.  Odredivanje koncentracije semaforina-4D i -6D

Protokoli i kompleti reagensa za kvantifikaciju semaforina-4D i -6D medusobno su

identi¢ni osim reagensa koji sadrzi antitijela specificna za pojedini semaforin (Tablica 8).

Kao i kod prethodna dva testa, u jazice sam pipetirao po 50 pL duplikata standarda,
50 pL uzoraka i 50 pL slijepe probe (“sample diluent” kompleta, PBS). Zatim sam dodao
100 pL HRP-konjugata (engl.”horseradish peroxidase”) u sve jazice osim slijepih proba,
plocu poklopio i inkubirao 1 sat na 37°C. Nakon inkubacije plocu sam isprao na isti nacin
kao i prethodna dva puta. PomijeSao sam 6 mL kromogene otopine A i 6 mL kromogene
otopine B, pipetirao 100 puL u sve jazice, te plo¢u poklopio i inkubirao 15 minuta na 37°C.
Po zavrSetku dodao sam 50 pL “stop” otopine u svaku jazicu, dobro promijeSao, ocitao
apsorbanciju pri 450 nm i pomoc¢u bazdarne krivulje odredio koncentracije semaforina.

Osjetljivost oba testa iznosi 0.1 ng/mL s rasponom detekcije od 0.625 — 20 ng/mL.

Tablica 8. Komplet “Human Semaphorin-4D/-6D (SEMA-4D/-6D) ELISA kit” (MyBioSource, USA)

Materials Specification
1 Microelisa Stripplate 12 x 8 Strips
2 Standards x 6 vials 0.5 ml x 6 vials
3 Sample Diluent 6.0 mi
4 HRP-Conjugate Reagent 10.0 ml
5 20 x Wash Solution 25 ml
6 Stop Solution 6 ml
7 Chromogen Solution A 6.0 ml
8 Chromogen Solution B 6.0 ml
9 Closure Plate Membrane 2
10 | Sealed Bags 1

Koncentracije standarda od Sy, do S, iznose: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ng/ml
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2.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je pomocu statistickog racunalnog softverskog
paketa ,,SPSS Statistics* (IBM, New York, USA; za Windows). Dobiveni rezultati opisani su
parametrima deskriptivne statistike: medijanom, minimalnom i maksimalnom vrijednoscu, te

interkvartilnim rasponom.

Analiza potencijalnog odnosa izmedu koncentracija pojedinih semaforina 1 kinetike
virusne replikacije te stupnja fibroze obavljena je pomocu Spearmanove korelacije. Za
ispitivanje razlika u parametrima infekcije ovisno o genotipu virusa, te utvrdivanje statisticki
znacajnih razlika u koncentracijama semaforina izmedu razli¢itih skupina uzoraka proveden
je Mann-Whitney U test. U svim provedenim analizama p-vrijednost <0.05 smatrala se

statisticki znacajnom.
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3. Rezultati

3.1. Ispitanici (demografski, viroloSki 1 klinicki
parametri)

U istrazivanje sam ukljucio 43 osobe s kroni¢nim hepatitisom C, 10 osoba s kroni¢nim
hepatitisom B 1 10 zdravih kontrola. Od ukupno 63 ispitanika, 52% su bili muskarci (33/63), a
48% (30/63) Zene. Medijan dobi ispitanika iznosio je 41 godinu (raspon 26 — 61 godina).
Kvantifikacijom RNA HCV u serumu odredena je viremija < 600 000 IU/mL (tzv. niza
viremija) u 56% (24/43) ispitanika, te viremija > 600 000 1U/mL u 44% (19/43) ispitanika.
Medijan viremije u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C iznosio je 1 091 900 IU/mL (raspon
130 042 — 2 351 865 IU RNA HCV/mL seruma). Rezultati genotipizacije HCV-a pokazali su
da su 32 (74%) bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C bila zarazena genotipom 1 dok su ostali
bolesnici (n=11, 26%) bili zaraZeni genotipom 3 (podtipom 3a) HCV-a (Tablica 9). Stupanj
fibroze u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C odreden je biopsijom jetre te analizom
patohistolo§kog nalaza prema Ishak-Knodellovom indeksu stadija fibroze F 1-6, s medijanom
3 (raspon 1 - 4).

Tablica 9. Odabrani demografski i viroloski parametri ispitanika

Parametar (medijan, raspon) Ispitanici
Dob (godine) 41 (26-61)

Spol, broj (%)
Muskarci 33 (52%)
Zene 30 (48%)

Dijagnoza (kroni¢ni virusni hepatitis)

infekcija HCV-om 43 (68%)
infekcija HBV-om 10 (16%)
kontrola 10 (16%)

Genotip HCV-a
Genotip 1 32 (74%)
Genotip 3 (podtip 3a) 11 (26%)

Viremija (RNA HCV)

NiZa viremija (<600 000 1IU/mL RNA HCYV) 24 (56%)
Visa viremija (>600 000 IU/mL RNA HCV) 19 (44%)
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3.2. Odredivanje koncentracije semaforina

Koncentracija semaforina-4D, -6D, -3C i -7A u uzorcima seruma bolesnika s
virusnim hepatitisima uzrokovanim infekcijom HCV-om i HBV-om te zdravih kontrola
odredena je metodom enzimskog imunotesta, a rezultati prikazani kao medijani vrijednosti s

interkvartilnim rasponima.

3.2.1.  Kvantifikacija ekspresije semaforina-4D

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u koncentraciji SEMA-4D u uzorcima
seruma bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C (medijan 0 ng/ml; IQR 0 — 0.69 ng/ml) i
kroni¢nim hepatitisom B (medijan 0.52 ng/ml; IQR 0 — 0.81 ng/ml) te zdravih kontrola
(medijan 0 ng/ml; IQR 0 — 0.45 ng/ml) (Slika 14).

3.2.2.  Kuvantifikacija ekspresije semaforina-6D

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u koncentraciji SEMA-6D u uzorcima
seruma bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C (medijan 0 ng/ml; IQR 0 — 1.95 ng/ml) i
kroni¢nim hepatitisom B (medijan 1.47 ng/ml; IQR 0.555- 1.585 ng/ml) te zdravih kontrola
(medijan 0.705 ng/ml; IQR 0 — 1.185 ng/ml) (Slika 15).

3.2.3.  Kvantifikacija ekspresije semaforina-3C

Nije utvrdena statisticki znaajna razlika u koncentraciji SEMA-3C u uzorcima
seruma bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C (medijan 0 ng/ml; IQR 0 — 0.49 ng/ml) i
kroni¢nim hepatitisom B (medijan 0.285 ng/ml; IQR 0 — 0.745 ng/ml) te zdravih kontrola
(medijan 0.145 ng/ml; IQR 0 — 0.46 ng/ml) (Slika 16).
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Slika 14. Koncentracija semaforina-4D u serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i B te zdravih kontrola

SEMA4D: semaforin-4D; HCV: virus hepatitisa C; HBV: virus hepatitisa B; p: znacajnost
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Slika 15. Koncentracija semaforina-6D u serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i B te zdravih kontrola

SEMAGD: semaforin-6D; HCV: virus hepatitisa C; HBV: virus hepatitisa B; p: znacajnost
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Slika 16. Koncentracija semaforina-3C u serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i B te zdravih kontrola

SEMAS3C: semaforin-3C; HCV: virus hepatitisa C; HBV: virus hepatitisa B; p: zna¢ajnost

3.2.4.  Kvantifikacija ekspresije semaforina-7A

Utvrdena je statisticki znaCajna razlika u koncentraciji semaforina-7A izmedu
uzoraka seruma bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C (medijan 1.5 ng/ml; IQR 0.75 — 1.9
ng/ml) i zdravih kontrola (medijan 0.305 ng/ml; IQR 0 — 0.645 ng/ml) (p=0.001). Takoder se
znacajno razlikuje koncentracija semaforina-7A u serumima osoba s kroni¢nim hepatitisom
B (medijan 0.925 ng/ml; IQR 0.4125 — 1.6275 ng/ml) i zdravih kontrola (p=0.027). Izmedu

uzoraka HCV i HBV pacijenata nije bilo znacajne razlike u koncentraciji semaforina-7A
(Slika 17).

40



p=0.001 HCV vs. kontrola
p=0.027 HBV vs. kontrola
p=0.249 HCV vs. HBV

6,007

4,007

JoT T

L

Koncentracija SEMATA (ng/ml)

T

0o T T
HCY HEY kontrela

Slika 17. Koncentracija semaforina-7A u serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i B te zdravih kontrola

SEMATA: semaforin-7A; HCV: virus hepatitisa C; HBV: virus hepatitisa B; p: znacajnost

3.3. Analiza korelacije izmedu koncentracije
semaforina 1 odabranih viroloSkih i klinickih
parametara

Za testiranje moguce povezanosti izmedu koncentracije ¢etiri analizirana semaforina i
stope virusne replikacije te stupnja fibroze jetre u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C
koriStena je Spearmanova korelacija (Tablica 10). Rezultati ove analize pokazali su da
postoji statisticki znacajna korelacija izmedu ekspresije SEMA-4D i SEMA-6D te viremije
(tj. broja IU RNA HCV po ml seruma). Takoder je utvrdena statisticki znacajna korelacija
izmedu stupnja fibroze jetre i kinetike virusne replikacije. Moguce razlike u ekspresiji
semaforina, stupnju fibroze i viremiji infekcije ovisno o genotipu HCV-a analizirane su
pomo¢u Mann-Whitney U testa (Tablica 11). Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike

prilikom ispitivanja navedenih parametara.
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Tablica 10. Korelacije izmedu koncentracije semaforina, stupnja fibroze jetre i stope viremije HCV-a

Korelacije Stupanj fibroze | Viremija HCV

Spearman's rho Stupanj fibroze Koeficijent korelacije 1.000 319

Znacajnost (p) .037

N (broj uzoraka) 43 43

Viremija HCV Koeficijent korelacije 319" 1.000
Znacajnost (p) .037].

N (broj uzoraka) 43 43

SEMA4D Koeficijent korelacije 193 314

Znacajnost (p) 215 .041

N (broj uzoraka) 43 43

SEMAGD Koeficijent korelacije .239 4117

Znacajnost (p) 122 .006

N (broj uzoraka) 43 43

SEMA3C Koeficijent korelacije .073 161

Znacajnost (p) .642 .303

N (broj uzoraka) 43 43

SEMAT7A Koeficijent korelacije .002 .028

Znacajnost (p) .990 .857

N (broj uzoraka) 43 43

* oznacava statisti¢ki znac¢ajnu povezanost izmedu parametara (p<0.05)

SEMAMA4D: semaforin-4D; SEMAGD: semaforin-6D; SEMA3C: semaforin-3C; SEMAT7A: semaforin-7A

Tablica 11. Statisti¢ka znac¢ajnost razlika u koncentracijama semaforina, stupnju fibroze i viremiji izmedu

genotipova HCV-al1li 3

Statisticki testovi fioroza | viremija | SEMA4D | SEMA6D | SEMA3C | SEMA7A
Mann-Whitney U 173.500| 166.000| 141.000( 130.000| 142.000| 126.000
Wilcoxon W 239.500| 232.000| 669.000| 658.000| 670.000| 654.000
Z-vrijednost (st dev) -.072 -278 -1.058 -1.428 -1.056 -1.395
Znacajnost (p) .945 794 .342 .209 .356 171

p<0.05 smatra se statisticki znacajnim
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4. Rasprava

Rezultati ovog istrazivanja dokazali su ekspresiju Cetiri semaforina (SEMA-3C,
SEMA-4D, SEMA-6D i SEMA-7A) u serumu bolesnika s kroni¢nim virusnim hepatitisom
C. Znacajna povezanost izmedu koncentracije SEMA-4D i SEMA-6D u serumu bolesnika s
kroni¢nim hepatitisom C i stope virusne replikacije ukazuje na mogucu ulogu ovih molekula
u imunoloSkom odgovoru HCV-om zarazenih osoba u kroni¢noj fazi infekcije. Znacajno
povecana koncentracija SEMA-7A u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i B u odnosu na

zdrave kontrole takoder upucuje na vaznost ove molekule u imunoreakciji na HCV i HBV.

Literaturni podaci o u¢inku infekcije razli¢itim mikroorganizmima (poput HCV-a) na
ekspresiju semaforina u zarazenim stanicama ili organizmima kao i1 o modulaciji signalnih
puteva u koje su semaforini ukljuceni iznimno su oskudni. Stoga je usporedba dobivenih
rezultata sa literaturnim podacima kao i njihova evaluacija u tom kontekstu kompleksna.
Novija istrazivanja razliitih funkcija semaforina ipak nedvojbeno pokazuju da ove molekule

sudjeluju u Sirokom spektru fizioloskih procesa s posebnim naglaskom na imunologiju.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazuju da je SEMA-7A iznimno znacajan u
imunoloskim reakcijama (Suzuki i sur. 2007), a njegova uloga u razvoju fibroze
funkcionalnog parenhima razli€itih vrsta tkiva prethodno je dokazana u nekoliko istrazivanja

(De Minicis i sur. 2013; Gan i sur. 2011).

De Minicis i sur. (2013) analizirali su ulogu SEMA-7A u fibrozi jetre. Istrazivanje je
provedeno na modelu miSeva s funkcionalno inaktiviranim genom za SEMA-7A pri ¢emu je
nastanak fibroze potaknut injiciranjem ugljikovog tetraklorida in vivo. Takoder su analizirani
uzorci bioptata jetre miSeva i ljudi kao i primarne stani¢ne linije hepatocita uz primjenu
metoda Western blota, kvantitativnog RT-PCR-a u stvarnom vremenu i imunohistokemije.
De Minicis i sur. (2013) dokazali su visoku razinu ekspresije SEMA-7A u zvjezdastim
stanicama jetre (HSC, engl. “hepatic stellate cells”) kao i ekspresiju njegovog receptora f1-
integrina nakon stimulacije transformiraju¢im faktorom rasta-beta (TGF-B). Snazna
aktivacija ovog signalnog puta dovela je do pojacane ekspresije fibrogenih i upalnih biljega

pri Cemu se intenzitet reakcije pojacavao paralelno s razvojem fibroze.
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U sliénom istrazivanju na modelu mis$jih plu¢a Gan i sur. (2011) pokazali su da
inhibicija ekspresije SEMA-7A ili onemogucavanje vezanja ovog semaforina na integrinski
receptor blokira signalni put potaknut s TGF-f koji je ukljucen u nastanak fibroze. Rezultati
ovog istrazivanja koji su pokazali ekspresiju SEMA-7A u serumu bolesnika s kroni¢nim
virusnim hepatitisom u skladu su s rezultatima istrazivanja Gan i sur. (2011) jer je u vecine
ispitanika ukljucenih u istrazivanje ekspresije semaforina fibroza jetre bila uznapredovala.
Kako je korelacijska analiza pokazala statisticki znacajnu povezanost izmedu stope virusne
replikacije 1 stupnja fibroze jetre, rezultati ovog istrazivanja u skladu su s modelom
patogeneze kroni¢nog virusnog hepatitisa u kojem dolazi do perzistentne virusne replikacije

te aktivacije signalnih kaskada moduliranih putem SEMA-7A.

Uz analizu bioloske funkcije SEMA-7A u patogenezi fibroze pluca i jetre, analizirana
je uloga ovog semaforina 1 u drugim modelima razli€itih bolesti. Czopik 1 sur. (2006)
dokazali su da SEMA-7A ima vaznu ulogu u negativnoj regulaciji aktivacije T-limfocita pri
¢emu je povecan broj stanica s deficijentnom ekspresijom SEMA-7A bio povezan s
razvojem autoimunih bolesti. Suzuki 1 sur. (2007) pokazali su vaznost SEMA-7A u
kontekstu aktivacije T-limfocita koji stimuliraju proizvodnju upalnih citokina kod monocita i
makrofaga putem alf1 integrina stvaraju¢i tzv. imunolosku sinapsu koja predstavlja vaznu
komponentu imunoloskog odgovora. Ovako kompleksna mreza Cesto oprecnih signalnih

puteva svakako otezava odredivanje precizne uloge SEMA-7A u upalnim imunoreakcijama.

He i sur. (2014) analizirali su ulogu ekspresije SEMA-4D i njegovog receptora CD72
u B-limfocitima analiziraju¢i proces imunoregulacije tijekom kroni¢ne infekcije HCV-om,
prije 1 nakon lijeCenja kombinacijom pegiliranog IFN-a i ribavirina pri ¢emu su koristili
metodu protocne citometrije. Autori su pokazali povecanu ekspresiju SEMA-4D u bolesnika
s kroni¢nim hepatitisom C kao 1 smanjenje koncentracije SEMA-4D nakon uspjeSno
provedenog lijeCenja tj. eradikacije virusa. Rezultati ovog istraZivanja ukazuju na aktivaciju
B-limfocita tijekom primjene IFN-a pri ¢emu pojacana ekspresija SEMA-4D omogucuje
korekciju naruSene homeostaze specificne stanicne imunosti i smanjenje replikacijskog
potencijala HCV-a. Opazenu povezanost izmedu stope viremije i razine biosinteze SEMA-
4D potvrdili su 1 rezultati naSeg istrazivanja na razini sistemske proteinske ekspresije u

serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C.
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Li i sur. (2017) istrazivali su u¢inak SEMA-4D na citotoksi¢ne T-limfocite tijekom
HCV infekcije i nakon primjene IFN-o, kombinacijom proto¢ne citometrije i enzimskih
imunotestova. Pokazali su da infekcija HCV-om smanjuje ekspresiju transmembranskog
SEMA-4D na povrsini CD8" T-limfocita dok primjena interferona potice pojacanu sekreciju
citokina i citotoksi¢an ucinak CD8" T-limfocita putem interakcije SEMA-4D i CD72
receptora na inficiranim stanicama. Obzirom na to da su ispitanici u nasem istrazivanju bili u
kroni¢noj fazi infekcije tijekom koje dolazi do perzistentne replikacije HCV-a,
pretpostavljam da kontinuirani te nepotpuno ucinkovit imunoloski odgovor stanica stecene
imunosti dovodi do kontinuirane sinteze proupalnih citokina koji odrzavaju poviSenu razinu

ekspresije SEMA-4D.

Sli¢an uzorak ekspresije SEMA-6D i SEMA-4D ukazuje na mogucu ukljucenost u
zajednicke signalne putove. O’Connor i sur. (2008) pokazali su zna¢ajnu ulogu SEMA-6D u
aktivaciji T-limfocita. In vitro i in vivo stimulacija T-limfocita citokinima dovodi do
pojacane biosinteze SEMA-6D u vecini stanica ali samo u kasnoj fazi aktivacije. Sukladno
tome, inhibicija vezanja SEMA-6D za njegov receptor uzrokovala je inhibiciju proliferacije
T-limfocita u kasnoj ali ne i u ranoj fazi aktivacije (Sto odgovara klini¢kom stadiju bolesti
ispitanika uklju¢enih u nase istrazivanje), a ¢ime je potvrdena uloga SEMA-6D u regulaciji

kasne faze imunoloskih odgovora.

Osim mehanizama stani¢ne specificne imunosti 1 urodena imunost ima vaznu ulogu
u suzbijanju infekcije (Stetson i Medzitov 2006). Jednu od glavnih komponenata urodene
imunosti ¢ine dendriticke stanice koje imaju vaznu ulogu u prezentaciji antigena te
predstavljaju najznacajniji izvor IFN tipa I u organizmu (subpopulacija plazmacitoidnih
dendritickih stanica). Watarai 1 sur. (2008) identificirali su receptor PDC-TREM na povrsini
dendriti¢kih stanica povezan s pleksinom-Al koji je kljuan u signalnom putu sinteze
interferona. Ovaj receptor ne moze samostalno inducirati njihovu ekspresiju ali vezanjem
SEMA-6D na pleksine receptorskog kompleksa dolazi do aktivacije tog signalnog puta Sto
su dokazali u eksperimentima primjene monoklonskih antitijela koja su inhibirala funkciju
istrazivanih receptora. Sve navedene studije zajedno upucuju na iznimnu vaznost SEMA-4D

i SEMA-6D u modulaciji imunoloskih odgovora domacina u svim fazama infekcije.

Koncentracija SEMA-3C u serumu bolesnika s virusnim hepatitisima bila je niza u

usporedbi s drugim semaforinima koje sam analizirao u ovom istrazivanju. Obzirom na to da
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je SEMA-3C primarno ukljuéen u procese angiogeneze, onkogeneze, stani¢nih migracija,
kardio-neuralnog razvoja te aksonskog navodenja (Neufeld i sur. 2005), niska ekspresija u

virusnom hepatitisu je u odredenoj mjeri o¢ekivana.

Iako se ne ubraja u skupinu imunoloskih semaforina, SEMA-3C ima znacajnu ulogu
u upalnim procesima povezanim sa oSteéenjima sredinjeg Zivéanog sustava (SZS).
Mecollari i sur. (2014) pokazali su da SEMA-3C i drugi semaforini te skupine, zajedno sa
svojim receptorima, sudjeluju u akutnoj i kroni¢noj fazi traume SZS-a ali kao antagonisti
imunoloskog odgovora. Lokalna ekspresija SEMA-3C u akutnoj fazi inhibirala je
pokretljivost monocita i B-limfocita te suprimirala proupalne signale trombocita dok je u
kroni¢noj fazi inhibirala proliferaciju T-limfocita kao i biosintezu citokina poput IL-4 i IFNy.
S druge strane, zabiljeZzen je i utjecaj na apoptozu supresorskih M2 makrofaga ¢ime se
indirektno stimulira proupalni okoli§ na mjestu ozljede. Kako niti jedan od nasih ispitanika

nije imao komorbiditet ove vrste, niska razina SEMA-3C u vecini uzoraka je o¢ekivana.

Rezultati ovog istrazivanja takoder su pokazali da nema znacajne razlike u
koncentraciji semaforina kod bolesnika s kroni¢nom infekcijom HCV-om i HBV-om no
dokazana je razlika u usporedbi sa zdravim kontrolama Sto ukazuje na sli¢nost u
mehanizmima djelovanja i signalnim putevima patogeneze induciranim razli¢itim virusima
hepatitisa. Konacno, nije uocena statisticki znacajna razlika u viroloskim 1 klinickim
parametrima poput fibroze i stupnja viremije izmedu infekcija razli¢itim genotipovima
HCV-a §to sugerira visoko o¢uvan, iako ne u potpunosti istrazen, mehanizam patogeneze

neovisan o samoj molekularnoj heterogenosti virusa.

Unato¢ znatnom napretku zadnjih godina u istrazivanju funkcije imunoloskih
semaforina ostao je veliki broj nerijeSenih pitanja pogotovo u kontekstu infektivnih bolesti.
To se prvenstveno odnosi na molekularne mehanizme interakcija kojima semaforini
ostvaruju svoj utjecaj te kompleksne mreze signalnih puteva u kojima sudjeluju. Primjena
DAA omogucuje eradikaciju HCV-a u vise od 95% zaraZenih osoba (Afdhal i sur. 2014) no
rezultati pracenja bolesnika pokazuju da je reverzija stupnja fibroze jetre nakon izljecenja od
virusne infekcije neadekvatna. Stoga su upravo istrazivanja patogeneze kroni¢nog hepatitisa
C u kontekstu uloge semaforina ali i drugih modulatora bioloSkog odgovora iznimno
znafajna za razvoj dodatnih terapijskih moguénosti (poput imunoterapije), posebno u

bolesnika s visokim stupnjem fibroze nakon eradikacije virusne infekcije.
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5. Zakljucci

Semaforini-4D, -6D, -7A i -3C eksprimirani su u serumu bolesnika s kroni¢nim

hepatitisom C i B te u zdravih kontrola.

Koncentracija semaforina-7A u serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i B

znacajno je veca u usporedbi sa zdravim kontrolama.

Koncentracija semaforina-4D i semaforina-6D u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C

znacajno korelira s kinetikom virusne replikacije.

Utvrdena je korelacija izmedu stupnja fibroze jetre i kinetike virusne replikacije kod

bolesnika s virusnim hepatitisom C.

Nije bilo statisti¢ki znac¢ajnih razlika u koncentracijama pojedina¢nih semaforina te

ispitivanim virolo§kim i klini¢kim parametrima infekcije ovisno o genotipu HCV-a.
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