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Znanstveni rad

Polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism,
SNP) rs12979860 u blizini promotora gena za interleukin-28B (IL-28B) tj.
genotipizacija IL-28B povezana je s prirodnim tijekom infekcije virusom he-
patitisa C kao i s odgovorom na antivirusno i imunomodulacijsko lije¢enje kom-
binacijom pegiliranog interferona alfa i ribavirina (tzv. dvojna terapija). U eri
direktno djelujucih antivirusnih lijekova genotip IL-28B vise nije znac¢ajan
prediktor ishoda lije¢enja no i dalje je vazan parametar koji odreduje prirodni ti-
jek povijesti HCV infekcije. U zemljama koje nemaju univerzalni pristup novim
terapijskim opcijama genotipizacija IL-28B i dalje se primjenjuje u pred-tera-
pijskoj obradi bolesnika koji se lijece dvojnom terapijom. Cilj ovog rada bio je
analizirati rezultate genotipizacije IL-28B (udio homozigota za T i C alel te hete-
rozigota) u 595 bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C koji su bili uklju¢eni u kli-
nic¢ku skrb Zavoda za virusni hepatitis Klinike za infektivne bolesti "Dr. Fran
Mihaljevi¢" u Zagrebu od sije¢nja 2013. do prosinca 2015. g. SNP rs12979860
detektiran je metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu.
Analiza SNP-a rs12979860 u genu za IL-28B pokazala je da su 335 od 595
(56,3 %) ispitanika bili CT heterozigoti, 173 od 595 ispitanika (29,1 %) C ho-
mozigoti i 87 od 595 ispitanika (14,6 %) T homozigoti. Distribucija CiT alelau
SNP-urs12979860 gena za IL-28B sukladni su literaturnim podatcima analize
prevalencije ovih alela u osoba bijele rase europskog porijekla.

Interleukin-28B polymorphism in persons with chronic hepatitis C in
Croatia
Scientific paper

Single nucleotide polymorphism (SNP) rs12979860 in the promotor region of
the gene coding for interleukin-28B (IL-28B) is associated with the natural his-
tory of hepatitis C virus (HCV) infection and response to antiviral and im-
munomodulatory therapy with combination of pegylated interferon alpha and
ribavirin (dual therapy). Despite the fact that the predictive role IL-28B geno-
typing is decreasing in the era of highly successful direct acting antiviral
(DAA)-based treatment, it remains to be useful as a tool for predicting a natural
course of HCV infection. In resource-limited settings with restricted access to
new treatment options IL-28B polymorphism typing is still a part of pre-treat-
ment workup before admission of dual therapy. The aim of this study was to
analyse the results of IL-28B genotyping (percentages of C and T homozygotes
and heterozygotes) for 595 Caucasian patients with chronic hepatitis C receiv-
ing clinical care at the Department of Viral Hepatitis of the University Hospital
for Infectious Diseases, Zagreb and Croatian Reference Center for Viral
Hepatitis since January 2013 till December 2015. Detection of single nucleotide
polymorphism (SNP) rs12979860 was determined by using a real-time PCR
test. Analysis of 1512979860 SNP in the IL-28B gene showed that 335 of 595
(56.3 %) patients were CT heterozygotes, followed by C homozygotes (173 of
595 patients, 29.1 %) whereas T homozygotes were the least frequent (87 of 595
patients, 14.6 %). The patterns of IL-28 polymorphism in Croatian patients with
chronic hepatitis C is in accordance with other results for Caucasians.
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Uvod

IL-28B ili interferon-lambda 3 (IFN-A3) je citokin iz
porodice IFN tipa III tj. IFN-A koji se klasificiraju u super-
porodicu IL-10 i njemu sli¢nih citokina iako su u funkcio-
nalnom smislu znac¢ajnije povezani s IFN klase I [1, 2]. U
porodicu IFN-A ubrajaju se i citokini IL-29 (IFN-A1) i IL-
-28A (IFN-A2). Interferoni tipa I i III sintetiziraju se u
stanicama nakon virusne infekcije i iskazuju snazan indi-
rektan antivirusni u¢inak koji je posredovan interferoni-
ma-inducibilnim antivirusnim proteinima [1, 2].

Polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleoti-
jacije u odsjecku DNK. Genomska i klinicka istrazivanja
pokazala su znac¢ajnu povezanost izmedu prisutnosti SNP-a
rs1297986011s809917 koji se nalaze 3kb uzvodno od gena
za IL-28B na kromosomu broj 19 i ucestalosti spontane
eliminacije virusa tijekom akutne infekcije kao i ishoda li-
jecenja kroni¢nog hepatitisa C kombinacijom pegiliranog
interferona alfa (PEG IFN-a) i ribavirina tj. dvojnom tera-
pijom. Navedene spoznaje rezultat su Cetiri neovisna GWAS
istrazivanja (engl. Genome-Wide Association Studies,
GWAS) koja su objavljena 2009.12010. godine [3, 4, 5, 6].

Analiza ekspresije pojedinih alela u SNP-u rs12979860
gena za IL-28B dokazala je znacajno vecu ucestalost spon-
tane eradikacije virusa tijekom akutne infekcije HCV-om
u C homozigota u usporedbi s T homozigotima ili hetero-
zigotima [7]. Pretpostavlja se da je aktivnost promotora
gena za [L-28B znacajno ve¢a u C homozigota za SNP
1512979860 te da povecana endogena koncentracija ovog
citokina, vjerojatno u kombinaciji s IFN klase I, iskazuje
vrlo snazan antivirusni u¢inak koji je povezan s veCom
ucestalosti spontane eradikacije virusa [3].

Thomson i sur. (2010) dokazali su znacajno veéi posto-
tak trajnog virusoloskog odgovora (engl. sustained viro-
logic response, SVR) u C homozigota bijele rase s kro-
ni¢nim hepatitisom C genotipa 1 lijeCenih kombinacijom
PEG IFN-a i ribavirina u usporedbi s heterozigotima i T
homozigotima (69 % vs. 33 % 127 %; P < 0,0001) [8].
Znacajne razlike u postotku postizanja SVR-a tijekom
dvojne terapije obzirom na ekspresiju C i T alela u SNP-u
rs12979860 gena za IL-28B dokazana je i u Afroamerika-
naca i Hispanoamerikanaca [8]. Rezultati multivarijatne
analize pokazali su da je IL-28B CC genotip najznacajniji
prediktor SVR-a (OR 5,2, 95 % CI 95 %, 4,1-6,7) [8].

Prediktivna vrijednost polimorfizma rs12979860 IL-
-28B za postizanje SVR-a tijekom dvojne terapije u
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C genotipa 2 i 3 doka-
zana je samo u onih bolesnika koji nisu postigli rani viru-
soloski odgovor tijekom lijecenja (definiran kao nemjerlji-
va viremija nakon 4 tjedna lijecenja) [9]. Dosadasnja is-
trazivanja pokazala su da je polimorfizam gena za IL-28B
bolji prediktor SVR-a nakon dvojne terapije u usporedbi s
viremijom u serumu prije pocetka lije¢enja, stupnjem fi-
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broze, dobi i spolom bolesnika [8, 9, 10]. Bioloska i kli-
nicka znacajnost genotipa IL-28B dokazana je i u bolesni-
ka s HIV/HCV koinfekcijom [11, 12].

Distribucija polimorfizma IL-28B kao i frekvencije
alela C i T razlikuju se s obzirom na rasu. Alel C ¢es¢i je u
osoba iz Istocne Azije i bijelaca europskog porijekla dok je
alel T ¢e$¢i u osoba crne rase. C homozigoti najceséi su u
Azijata, manje zastupljeni u osoba bijele rase, a vrlo rijetki
ucrnaca|[3, 7, 13]. Stoga se pretpostavlja da je razlika u za-
stupljenosti C homozigota za SNP rs12979860 kao najpo-
voljnijeg prediktora ishoda lije¢enja dvojnom terapijom
jedan od razloga razlike u uspjesnosti lijeCenja obzirom na
rasu koje su opazene i prije otkri¢a genotipa IL-28B [7,
13].

Dijagnosticka vrijednost polimorfizma IL-28B kao
prediktora SVR-a dokazana je i u bolesnika lije¢enih kom-
binacijom PEG IFN-a i ribavirina te prve generacije direk-
tno djelujucih antivirusnih lijekova (DAA) tj. boceprevira
i telaprevira [10, 16]. Suvremeno lije¢enje kroni¢nog he-
patitisa C koje se temelji na kombinaciji DAA bez interfe-
rona (tzv. IFN-free terapijski protokoli) omogucuje posti-
zanje SVR-a u >95 % bolesnika te novije preporuke
EASL-a vise ne predvidaju primjenu genotipa IL-28B kao
prediktora ishoda lijecenja [17]. Stoga se detekcija genoti-
pa IL-28B danas primjenjuje u predterapijskoj obradi
bolesnika samo u zemljama s ograni¢enim pristupom no-
vim terapijskim opcijama no ostaje i dalje znacajan u is-
trazivanjima imunopatogeneze kroni¢nog hepatitisa C
[17].

Detekcija SNP rs12979860 u genu za IL-28B u Klinici
za infektivne bolesti uvedena je tijekom studenog 2012. g.,
sukladno tada vaze¢im preporukama EASL (European
Association for the Study of the Liver) kao obvezni dio
predterapijske obrade bolesnika kod kojih je planirano li-
jecenje kombinacijom PEG IFN-a i ribavirina [14]. Cilj
ovog rada je analizirati rezultate genotipizacije IL-28B u
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C lijecenih u Klinici za
infektivne bolesti u Zagrebu te odrediti distribuciju Ci T
alelau SNPrs12979860.

Materijali i metode

U istrazivanje je ukljuc¢eno 595 bolesnika (bijelci iz
Hrvatske, 594/595; 99,8 %) s kroni¢nim hepatitisom C ko-
jisulijeceniu Zavodu za virusni hepatitis Klinike za infek-
tivne bolesti "Dr. Fran Mihaljevi¢" u Zagrebu i u Referent-
nom centru za dijagnostiku i lijecenje virusnih hepatitisa
Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske u razdoblju od
sije¢nja 2013. do prosinca 2015. g.

Genomska DNK izolirana je iz uzorka periferne krvi s
antikoagulansom K;EDTA pomocu standardiziranog
kompleta reagensa Qiagen Blood Mini kit (QIAGEN,
Hilden, Njemacka). SNP rs12979860 u genu za [L-28B
odreden je metodom lanéane reakcije polimerazom u
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Slika 1. Polimorfizam SNP-ars12979860 u promotoru gena za
IL-28B bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C: zastu-
pljenost homozigota i heterozigota

Figure 1. SNP polymorphism rs12979860 in a promoter of IL-
28B gene in patients with chronic hepatitis C: ho-
mozygote and heterozygous frequency

stvarnom vremenu (eng. real-time polymerase chain reac-
tion, PCR) primjenom testa IL28B LightMix ® Kit IL28B
rs12979860 (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka) uz reagens
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche
Diagnostics, Njemacka) prema preporukama proizvoda-
ca.

Rezultati

Distribucija C i T alela u SNP-urs12979860 u genu za
IL-28B analizirana je u 595 bolesnika (351/595, 59 %
muskaraca i244/595, 41 % zena) s kroni¢nim hepatitisom
C genotipa 1 (srednja vrijednost dobi 49 g, SD+12,45).

Ukupno 335 od 595 ispitanika (56,3 %) bili su CT he-
terozigoti za SNP rs12979860 u promotoru gena za IL-
-28B. Ukupno 173 od 595 ispitanika (29,1 %) bili su C ho-
mozigoti, a 87 od 595 ispitanika (14,6 %) T homozigoti
(Slika 1).

Ucestalost CT heterozigota te C ili T homozigota bila
je sli¢na u oba spola. U skupini ispitanika muskog spola
(n=351), 186 ispitanika su bili heterozigoti (53,0 %), 104
C homozigoti (29,6 %), a 61 ispitanik bio je T homozigot
(17,4 %). U osoba zenskog spola (n=244), 149 ispitanica
bile su heterozigoti (61,0 %), 69 C homozigoti (28,3 %), a
26 T homozigoti (10,7 %).

Ukupna frekvencija alela C u bolesnika s kroni¢nim
hepatitisom C iznosila je 57,2 %, a frekvencija alela T
ukupno 42,8 % (Slika 2).

Rasprava

Rezultati ovog istrazivanja zastupljenosti C i T alela u
SNP rs12979860 u genu za 1L-28B bolesnika s kroni¢nim
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Slika 2. Frekvencije alela C i T polimorfizma jednog nukleoti-
dars12979860 u promotoru gena za IL-28B bolesnika
s kroni¢nim hepatitisom C

Figure 2. Frequencies of C and T alleles of single nucleotide
polymorphism rs12979860 in a promoter of IL-28B
gene in patients with chronic hepatitis C

hepatitisom C pokazali su da prevladavaju CT heterozigoti
a zatim slijede C homozigoti dok je T homozigota vrlo ma-
lo (zastupljeni s oko 15,1 %).

Brojni literaturni podatci pokazuju da je stvaranje snaz-
nog specificnog imunoloskog odgovora domacina na in-
fekciju HCV-om jedan od najvaznijih ¢imbenika koji, uz
¢imbenike virusa i epidemioloske parametre, odreduje
ishod akutne infekcije u smislu perzistencije ili eradikacije
virusa. Varijacije u regulaciji ekspresije gena koji kodiraju
sintezu bioloskih regulatora imunoloskog sustava mogu
biti povezane s vjerojatnoscu eradikacije HCV-a tijekom
akutne infekcije. Upravo je SNP rs12979860 u genu za
IL-28B vazan parametar prirodne povijesti HCV infekcije
te jedan od najbolje karakteriziranih ¢imbenika povezanih
s vjerojatnos$cu spontane eradikacije HCV infekcije.

Thomas i sur. su 2009. g. analizirali mogu¢i ucinak va-
rijacijau SNPrs12979860 gena za IL-28B u 388 osoba kod
kojih je dokazana eradikacija virusa tijekom akutne faze
infekcije te 620 osoba s kroni¢nom HCV infekcijom [7].
Dokazali su da kod C homozigota za SNP rs12979860
dolazi do ¢eS¢eg spontanog izljeCenja u odnosu na osobe
koje su heterozigoti ili T homozigoti [7]. Stoga je analiza
zastupljenosti C i T alela u SNP rs12979860 u genu za IL-
-28B u odredenim populacijama i etnickim skupinama
znacéajna za razumijevanje prirodne povijesti HCV infek-
cije te uloge genetskih varijanti u interferonskim genima s
imunopatogenezom kroni¢nog hepatitisa C.

Distribucija genotipova IL-28B za SNP rs12979860
razlikuje se u pojedinim rasama i etni¢kim skupinama.
Melis i sur. su 2010. g. usporedili u¢estalost T i C homozi-
gote kao i CT heterozigota u bijelaca, Azijata, osoba pori-
jeklom s Bliskog istoka, Latinoamerikanaca te Afroameri-

-----

(79 %), dok je T homozigota najvise bilo medu Afroameri-
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rozigoti, slijedili su ih C homozigoti, najmanje je bilo ho-
mozigota [20].

Rezultati istrazivanja distribucije C i T alela SNP-a
rs12979860 gena za IL-28B koje je provedeno u Hrvatskoj
u skladu su s rezultatima Melis i sur. (2010).

Razlike u distribuciji C i T alela u SNP-a rs12979860
gena za IL-28B u pojedinim rasama djelomic¢no su objas-
nile i razliku u vjerojatnosti postizanja SVR-a u osoba crne
i bijele rase tijekom dvojne terapije kombinacijom PEG
IFN-a i ribavirina. Naime, Ge i sur. su 2009. g. objavili jed-
no od cetiri GWAS istrazivanja u kojem su dokazali da je
vjerojatnost postizanja SVR-a dvostruko veca u bolesnika s
genotipom CC u odnosu na bolesnike s genotipom CT ili
TT gena zaIL-28B [3]. U tom su istrazivanju autori takoder
pokazali da je genotip CC ¢eséi u bijelaca nego osoba crne
rase §to se moze povezati s manjom vjerojatnosti postiza-
nja SVR-au osoba crne rase primjenom dvojne terapije [3].
Navedene rezultate potvrdili su Thompson i sur. 2010. g. u
analizi prediktora ishoda lijecenja dvojnom terapijom u
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C genotipa 1. Autori su
dokazali da je ¢ak 69 % C homozigota bijele rase postiglo
SVR dok je uspjesnost lijecenja u heterozigota (33 %) 1 T
homozigota (27 %) za SNP rs12979860 bila znacajno niza
[8]. U bolesnika crne rase, SVR je postignut u 48 % C ho-
mozigota, 15 % heterozigota i 13 % T homozigota za SNP
rs12979860. Ovo je istrazivanje pokazalo da su prethodno
opisani znacajno nizi postotci SVR-a u bolesnika s kronic-
nim hepatitisom C crne rase u usporedbi s bolesnicima bi-
jele rase nedvojbeno povezani sa znacajno nizom uces-
talosti rs12979860 C homozigota u osoba crne rase [8].

Istrazivanje koje su Tanaka i sur. (2009) proveli u Azija-
ta (iz Japana) s kroni¢nim hepatitisom C genotipa 1 takoder
je dokazalo da SNP gena za IL-28B utjece na vjerojatnost
postizanja SVR-a. Uz to, autori su metodom kvantitativnog
PCR-a analizirali koli¢inu mRNA koja nastaje transkripci-
jom pojedinih interferonskih gena bolesnika. Dokazali su
znacajno vecu ekspresiju gena za IL-28B u osoba s CC
genotipom u odnosu na osobe s TT ili CT genotipom $to je
u skladu s hipotezom da povecana endogena sinteza IL-28B
te sinergisticki u¢inak s drugim endogenim interferonskim
molekulama povoljno utjece na moguénost eradikacije
virusa [6].

Uloga polimorfizma u promotoru gena za IL-28 u imu-
nopatogenezi bolesti te ishodu antivirusnog lijeenja anali-
ziran je i u osoba zarazenih virusom humane imunodefici-
jencije (HIV) i virusom hepatitisa B (HBV).

Martin i sur su 2010. g. analizirali mogucéu vaznost
polimorfizma promotora gena za IL-28B u HBV infekciji
genetickom analizom 226 bolesnika s kroni¢nim hepatiti-
som B koji su bili ukljuéeni u observacijska klini¢ka
istrazivanja (HbsAg-pozitivne osobe u najmanje dva testi-
ranja u razmaku od 6 mjeseci) te 384 osoba s proslom in-
fekcijom (anti-HBc- i anti-HBs pozitivne, HBsAg-nega-
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tivne osobe u najmanje dva testiranja u razmaku od 6
mjeseci) no nije bilo statisticki znacajne razlike u postotku
C homozigota u ove dvije skupine ispitanika (64,6 % vs.
63,7 %, p=0,76) [19].

Machmach i sur. su 2013.g. analizirali domacinske me-
hanizme koji su povezani s dugotrajnom spontanom kon-
trolom virusne replikacije u HIV-om zarazenih osoba
(n=53) u usporedbi s 389 HIV-om zarazenih osoba s uobi-
¢ajenim tijekom progresije HIV-bolesti [20]. Dugotrajna
spontana kontrola replikacije HIV-a bila je statisticki zna-
¢ajno povezana s CC genotipom SNP-a rs12979860 u pro-
motoru gena za I[L-28B (omjer izgleda tj. engl. odds ratio,
OR 2,669; P =0,017), zenski spol (OR, 7,077; P <0,001) i
ekspresijom HLA-B57 i/ili B27 alela (OR, 3,080; P=
=0,017) [20].

Parczewski i sur. pokazali su2012. g. u studiji provede-
noj na 484 HIV-pozitivne osobe da je genotip CC povezan s
viSim mortalitetom (46 od 202 osobe s CC genotipom su
preminule) u odnosu na heterozigote (31 od 225 osoba je
preminula) te osobe s TT genotipom (7 od 57 osoba je pre-
minulo) [21].

Prokunina-Olsson i sur. su pokazali da regija u kojoj je
smjesSten polimorfizam rs12979860 regulira sintezu gena
za jo$ jedan citokin tj. interferon-lambda 4 (IFN-A4) te
predlozili da se za opis SNP-a koristi naziv "genotip IFN-
A4" $to za sada nije Sire prihvaceno [22].

Distribucija C i T alela SNP-a rs12979860 u promotoru
gena za IL-28B u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C iz
Hrvatske uobicajena je za pripadnike bijele rase s domi-
nacijom C homozigota te malom zastupljenosti T homozi-
gota. Literaturni podatci nedvojbeno ukazuju da je poli-
morfizam SNP-a rs12979860 u promotoru gena za [L-28B
jedan od klju¢nih ¢imbenika domacina koji utjece na
prirodnu povijest HCV infekcije.
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