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Sazetak - [epatins O, kao postransfuajski hepatitis j¢ orhiljan problem pri pomeni kevi za leenje. Testrange krvi zahteva enzima-
imune testove koji imaju visok stepen osetljivosti i specififnost i odgovarajuéu prediktivou vrednost. Erielodka dijaghoza hepatitisa,
prema preporuel Internacienalne asocijaciie za 1spitivanje bolesti jetre, bavira se na visoko speciliénim testovima roée 2encracije
kol ukljpéupu cpitope nestrokturmog regiona 3 (NS5} koj: sadril nekadimajucu sekvencu sa 324-341 visoko konzerviraniomn parom
baza, homelogih u 92% genoma C virusa 1 zato popodnih za otkrivane virusne RNK Medutim, anabiza humanih proteina iz protein
ske baze Swessproy Jo pokazala da postoji homelogija izmedu reglona NS5 0 trl huomany proteina gzot-oksid sintaze, tirozin kinase-
L<k | aktivatora hepatocitnog fzktora rasta. Na osnovu reeultata, analiza protemskih bara pedataka 1 kompetativiuh fn viees eksperi-
menata, zakljucone ¢ da jo prisustive ovih autoanticla najverovainie posledica krosreaktivneg imunog odgovora. Homalogija ami-
nokiscitnskih sckvenct NS5 repiona virusnog genoma sa azot-oksid sintzeom. Uroein Kimazom-Lek | aktivatorem hepatocitnog
laktora rasta je uzrok autcimunih fenomena v hepatitisu €, te on moZe bitt mode! #a 1zucavan)e avtoimunosti i auteimunil bolest

lindh, indu-kovanih virasom
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Uwod

Hepatitis C, kao posttranstuziyski hepatitis je
ozhiljan problem pri primeni krvi za lecenje. Testi-
ranje krvi zahteva enzimoimune testove (EIT) Koji
imaju visck stepen osctlyivosti 1 specifiénosti |
odgovarajucu prediktivou vrednost.

Uprkos obaveznom skriningovanju davalaca krvi
na prisustvo markera infekcije virusom hepatitisa
upa B (HBV) | iskljuivanya 1z terapijske upotrebe
svih pozitivaih jedinica krvi/produkata. incidencija
akutnth virusnih hepatitisa medu bolesnicima lee-
nim transfuzijama kretala se 8-12% [1,2].

Kako uzrocnik tih posttransfuzijskih hepatitisa
(PTH) nije bio poznat, 1975, eadine je odluéeno da
se svi PTH koji nisu izazvani virusom hepatitisa
tipa A (HAV) 1 tipa B svrstaju u grupu FTH nonA-
nonld (PTH NANB) [2]. Samo saznanje o posto-
jamju PTH NANB postavilo je zahteve za razvoj se-
roloskih testova kojima bi se identifikovale jedinice
krvi kojima se verovatmo prenosi nepoznati infek-
uvni agens [1]. Medutim, trebalo je da prode skoro
15 zodinag da bi sc otkrio novi agens virusnog hepa-
tlisa, nazvan virus hepatitisa tipa C (HCV).

(tknvena homologija aminokiselina izmedu vi-
rusnog nestrukturnog regiona 5 (NS3) i humanih
proteina Kao problem za etioloSku dijagnozu i pri-
meny krvi‘produkata, moze biti kljuéni dogadaj u
patozenezi autoimunoeg oiteéenja jetre i uzrok dueo-
godiseg imunecloskog neprepoznavanja virusa C, i
perzistiranja ¢ hepatocitima.

Virusni_hepatitis tipa C predstavlja Znacajan
zdraystveni problem za ukupnu humanu populaciju,
I’recenjuje se da trenutne u Srbiji oko 80 000 [judi

boluje od HCV a 75-150 miliona ljudi $irom sveta
[1].

Genske karakteristike virusa hepatitisa tipa C

Napretkem molekularne biologije, tokoin prote-
khih godina je bilo moguce klonrat, 1zdvogiti | ana-
lizirati pojedine sekvence virusnog genoma. To je
omogucilo unapredenje etioloske dijagnoze 1 zna-
¢ajno doprinelo spreCavanju Sircnja ove bolesti,
naredito putem transfuzije.

Dugogodiinji eksperimentalini radovi na Zivoti-
njama 1 dostignuéa u molekularno] biologiji su omo-
gucila kloniranje 1 ekspresiju dela genema virusa C,
odnosno pronalazak protema eksprimovanog u F.
colli kon je reagovao sa serumom osobe obolele od
PTH NANB. Godine 1989, Choo i saradnici do-
kazali su indirekinim putemy (lehnikam hibridiza-
cije) da je u 70-90% sluéajeva PTH NANB uzro-
Enik vires C [1].

Virus hepatitisa tipa C pripada RNK virusima,
tamudi Maviviridoe., Njegov genom se saston od
oko 9 400 nukleotida koji kodiraju sintezu polipep-
tidneg lanca sa€injenog od priblizno 3 000 amino-
kiselma (od 3 010 do 3 033 4 zavisno od izvora izo-
lata virusa). Genom HCV sadrzi jedan strukturni
(core) 1 pet nestrukiurnih regiona (NS). Ked RNK
virusa pa fake i kod virusa C posto]i znatan genom-
ski pelimorfizam. Enzim replikaza dovodi do izme-
na sekvenct nukleotida odnosno redesleda amino-
kiselina u genomu, stvarajuéi razliite genotipove
virusa. Filogenetska analiza ukazuje na postojanje
I glavnth genotipova virusa C u okvirn kojih pos-
top veliki broj podtipova. Shénost genomske se-
Kvence kod razli&itih tipova virusa iznosi oke 70-
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SEracenice

LIT - COZITRHITIIL B5TOVI

BV - s Depatizisa tips B

IRk - poskiransfozgsk bepacilis

AN - wirns hepatitisa tipa A

PTH MANR - postiransfiaijske hepatins tipa pond/nonls
HiY < virus hepatitisa tipa ©

[l - wirusie nestrakiem region 3

s - wirksn nestruk oo region 4

anti-HOV anlitela - antiela usmersna protiv anTigena virus

hepatitiss Lipa O

BIBAZ rebombumanin npunshlot tesiovi
LTevy YEnCEaci|e

MR Landana reakers palmerazom

AAL = priroding auto antincha

AMA - antinuklousna ancitela

Mk s PIOTETT HirekIn konard

Oy, Razlicit raéa;,lcd sekvence nukleotida u razli-
Lilll‘r" vrstama i |md1. rstama 1ma uth;:a]a | na razlicitu
klinicku shiku, dijagnostiku 1 terapiju sod obolelib

[1].

Razvo) seroloskik testova za virusni hepatitis

hternacionalna asocijaclja 7a ispitivanje oolest
jetre ukazala je na ncophodnost nove klasifikacije
liepatitisa, primarno bazirane na ctiologiji jsr pos-
to buaumka razlika u kiimichoy slici. prognozi i te-

rapiii, Frioloska dijagnoza fr-p’ihnm prema prepo-
ruci [nternacionalne asocijacije za spitivanje bole-
st jetre, bazira s¢ na visoko specificnim testovima
trece generacije koja ukljuCuje cpitope NS5 regiona
koji sadrzi nekodiraiucu sckvencu od 124341 H-
soko konzervitanih parova haza h-:wmInE,ﬂ* u 92%
genoma virusa C 1 zate s pogodnt za othrivanje vi-
risne RNK.

i dyjagnosu HCY koriste s enzimoimuni tes-
tovi 'I!j Prva generacija EIL je bila bazirana ra
dt—:ttkuu antitels na antigen ¢ 100-3, 1), polipeptid od
363 amimaokiseline kop |_'H'td$tﬂ‘l.- fja df‘{h NS4 regiona
cenoma virnsa C sastavljenog od 3 ﬂrekldpn.uq_.i
klona identifikovana uz klon 5-1-1. Godine 1992,
uvedena e druga generacya testova kod koje su
ukljuéena dva ra.,Lm*nl:- nantna prof cina [|f~h4::r|ﬂh1-
natnd protemn ¢22-3 1 c200Y, Sto je povedalo oseth)i-
Vsl | apeuhumq festova, lreca generacna festova
se primenjuje ¢ Rvropi od 1993 a ukljucila e epi-
tope 1z NS regiona. a odstramila antigen ¢100-3,
Testiranjem izvedenim u Jugoslaviji ustanovljeno je
da prevalencija anti-HCV  antitela na slucajnom
vzorku davalaca kevi-vopnika Vopske Jugoslavije
lestovima prve generacije rznosi oko 0,71 Y. A V-
denjem testova druge. a zatim wrede generacije |
potvednih imunab lot testova, utvrdeno Je da je pre-
vatenciia anti-HCV antitela oko 0.3-0 5% [2].

Zhog izrazenog penskog pﬂln‘nnrhm‘m tho danas
nije bilo Mapce JEdI':CITI]"il..ﬂG defimisatt mmunodo-
nant "H'IHUE'HSkU determinantu v LS {: ?L'JG”
depa scou leslovima koristi Komibs |1ﬂu|‘|L1 vise ova-
kvih determinanti. Uvadenje NS3 antigena donelo

|e pawwmﬁ osethyivosti anti-HOV lesta, ali nije
Znacajng C"pllllﬂ‘li} poboijsanju njegove  speciti-
¢nosti. Uvodenje doedatnog testiranja rekombinant-
nim imunoblot testovima (RIBA3) poskupelo je
postupak testiranja, a jod uvek nije postignut opti-
mahn nivio spCCJ icnosti u |:~ur'.-:ﬂ3n]u sa reZuitatima
testiranja pomocu tehnike PCR [3-5],

Fenomen molekulske mimikrije u
patogenesi bolesti

Razvoj Eimm'rrmmk.rﬂ stanja

hn‘:.lu.l;a virusem C moze biti pradena razvojem
autoimunskil stanja. Razvoj auteimunskih stanja
mogué jo kod svih osoba, jer svi poseduju gene koji
kodiraju reperloar imunokompetentnih celija u okvi-
ru koga ie mogucno reagovanje 1 sa sopstvenim an
tigenima. Tokom nurrnuT;mg, imunskog odgovora na
strane_antigene, stvara se i mala kolitina autoanti-
tela, Pojava tev. "prirodnih auto antitela - AAt
(obifro klase Igh, u niskom titru 1 malog imml-ﬂ;}
kod zdravih osoba, ukazuje na postojage potenci-

jala za pastanak autoimunosti. Ta AAL ne zazvaiu

feziie. Pomenuta moguénost nastanka autoimunih
bolesti vedinom se ne osivaruje. Lﬂhu’*llul Ic kn}n
trolnim mehanizmima medu kojima su najvazniji in-
dukcija i odrzavanje mmuncloske tolerancije. Pato-
loska autoimunost nastaje kada se stvara veca
kolifina AAL sa velikim afimtetom za odgovarajude
autoantigene. To se dogada kada se mehanizmi nas-
vanka i odrzava nja imunoloske tolerancije poremets,
pa ona slabi 1l 1zostaje. Tada nastaju dl.llﬂ]lTluﬂ‘ﬁkB
reakeije, ). pojava autoimunosti pa i razvo) pravih
r]l.lll]]!'['!llﬂlh blif!-'LHl.l .;iE.l[["I'FIT'!LI.I"Iﬂ':t moze l!.:Lh':.LII | 1"-
dukeijom kostimulacije (infekeija 1 cuoking indu-
kuju ekspresiju kostimulatornih molekula tako da se
prekida stanje anergije) [6],

Stablienje il prestanak imunolodke telerancije
nastaje wsled abnormalae sclekeije antoreXktivnih
klomova, abnoromalne stimulacije limfocita koji
inate kod zdravih osobha tolerisu sopstvene antizene
orgamzma, 1h oslobadanjem sekvesirisanih anhige-
na. Znacajnu ulozu imiaju kombinacije lokalnih i si-
stemiskily alteracya, uz jak utica) genctskih faktora

gt
Molekulska mimikrija

Linakrsne reakcije sopstventh 1 stranith ant:gena
sit venma znaaine u nastanku autoimunskih reak-
cija, Neke bolesti koje Cesto nazivaju autcimun-
skim, mogu biti injicirane whom nermalnog imuan-
skog odgovora na strane, npr. mikrobske antigene,
stoga sto celije 1 1l antitela na pomenule produkte
mogu reagovatt | sa unakrano reakliviim sopstve-
nim EIltI"E‘l'ilTﬂEl (molekulska mumikrija), Striktno
E:Im:lajuéi bolesti u &1jo) su thl{!l".-i takve reakcije,
predstavijaju sebvele normalpog imunskog odgo-
VOrd na strane antigene a ne prave autcimonske
bolesti. U osnovi molekulske mimikrije je slicnost
strukture sopsivenih it stranih antigena, To je naj-



cesce uslovljene prisustvom vise kracih segmenata
molckula antigena ¢ije sekvence su homologe kod
sopstvenib @ kod stranih antigena. Veoma su znacaj-
ne homologge strukture molekula MCH sa nekim
od stranih antigena 5to moZe bit preduslov za nas-
tanak nekih autoimunih bolesti [8].

Strukturne slifnosti postoje izmedu niza éove-
¢th antigena s jedne. i antigena mikroba s druge
stranc.

shcnost nekih mikrobskih antigena sa moleku-
lima sistema GKID uerok je molekulske mimikrije
koja devodi do autoimunskih reakcija posle infek
cija Mo je slucat i u HOV. Fkspresija odredenog ge-
na GKIT koji je udruzen sa pojavom odredene auto-
imune bolesti, sama po sebi nije uvzrok autoimune
bolesti ved samo jedan od faktora koji doprinose
njenon nastanky, Infekeije i lokalna inflamacija
Kop stimulidu ekspresiju kostimulatora na antigen-
prezentejucim Celijama mogu dovesti do prestanka
stanja ancrgge imfocna T 1 do autoimunskih reak-
Cija, fer je tunhcijska inaktivacija reverzna [8,9).

Ukritena reaktivnost proteina HCV i
humanih protcina

Imunoloska  krosreaktivoost izmedu virusa C
Kapsidnog proteina 1 humanoz GOR proteina dovodi
do autoimunog peremecaja Koji se srece kod auto-
imunog hronicneg hepatitisa i nekil drugih obolje-
nja jetre izazvanth hroniénom virusnom mntekcijom
tipa © [10-12 ] Ova imunolodka krosreaktivnost je
posledica homolomie humanog peptida GOR. 19-27
I HOV kapsidnog peptida 9-17. Citotoksiéni T-
limtociti prepoznaju epitope na COR i E regionima
sa molekalima [ kiase MCH [14].

Auntoimuni hepalits tipa 2 se epidemioloski po-
vezuje sa infckeljom virusom C [15]. Pretpostavlia
s¢ ¢a je ove oboljenje posledica sckundarnog auto-
imunog odgovera prouzrokovanog krosreaktivnoséu
izmedu homologih epitopa u akviru kapsidnog pro-
tema JICV 1 humanog citohroma C450 [16]. Glo-
merulonefritis, artritis, tiroiditis, mogu biti pokre-
nutt [TCW infekeijom [17].

Nedavno su identifikovan epitopi koji su odgo-
vOrni za pojavu autoantitela reaktiviih sa nukleus-
nim antigenima - antinukleusna antitela [ANA}, 1
proteinima celije plathih migida, SMA autcantitela
[16). Na osnovu resultata unaliza proteinskih baza
podataka | kempetativiaih in vieo cksperimenara,
zakljuceno je da jo prisusivo ovih autoantitela na-
iverovatnije posledica krosreaktivioog imunog odgo-
vora na HCV i antigenc glatkih misica i jedra [ 161,

Otecenje thiva jetre zapocéinjc kada T-citotoksi-
¢mi limfoeiti prepoznaju virusni anligen 1 pokrenu
kaskadu transdukeionth signzla protein tirozin ki-
naza (PTK 11 prowin-tirozinfosfataza (PTP). Tri ci-
toplazmatske PTK (Ick, Fyn i ZAP - 70) i trans-
membraska PTP - CD43, pokrecu signalnu trans-
duherju T-limlocimih receptora [17].

Etioloska dijagnoza HCV prema preporuci Inter-
hacionalne asocitacije za Ispitivanje bolesti jetre,

Vasiljevic N, i sar. Hepatitis C i transfuzija krvi

Tabela I. Homologija izmedy regiona NS5 § humanih proteing
Table 1. Homology bectween the N8I region and fuman
Jr_JI"i‘T'."P.i‘J"i'S'

Fegion/Protein Regicn Protein Lensha sekvenca/Cene sequence
NE3 (283-290% FLYETwKEK

[lumana azot ehsid sinlaza {59-66) P

Hucn niiric oxlde synathase ENXFETgKK

NS5 (208-218) SPDAclLIEANL

Tirazin kinara Lok, (280-2000
Jvrosihe Kinase

NS5 {1E5-194)

Akuwator hepatociineg faktors rasta
ﬂgﬂ!?}}{i growih factor activator VASISASeL S

SFDATLatANL
VASsSASqLS

bazira se na visoko specificnim testovima trece ge-
neractje koja ukljucuje epitope NSS regiona [18].

Medutim, analiza humanih proteina iz proteinske
baze Swisspror pokazala da posteji homologija iz-
medu regiona NS5 i tri humana proteina azot-oksid
sintaze, tirozin Kinaze - Lck, protoenkogena i akti-
vatora hepatocitnog faktora rasta (Tabela 1)

Protoonkogen-tirozin kinaza Lek je protein sa-
cinjen od SO8 aminokiselina koji ima esencijalnu
ulogu u razvoju T-Celija i signalizaciji T-celijskog
teceptora. EKsprimira se u timusu. limfnim évoro-
vima, krvi, jajnim i éelijama dojke, pankreasu i jetri,
Identifikovana su prirodna autoantitela reakiivna sa
ovim proteinom [19],

Azot-oksid sintaza 2 je inducibilan molekul koji
se eksprimira u jetri, a regulisan putem kalmodi-
lina. Ekspresiju i funkciju ovog enzima inhibira as-
pirin. Njegova funkcija je proizvodnja azot oksida
kojt je messinger molekul sa razlicitim aktivinostima
u organizmu. Pored toga ova) moelckul ima vaznu
ulogu u kontroli autoimunog cdzovora [20].

Aktivator hepatocitnog faktora rasta pripada po-
rodici peptidaza SI. Eksprimira se samo u jetr.
Prevodi hepatocitmi faktor rasta iz jednolanéane u
heterodimernu, aktivin, formu [21].

Autoantitela reaklivna sa nekim od ovih peptida
sumoguéi uzrolnik nespecificnih rezultata pri testi-
ranju dobrovoljnih davalaca krvi tre¢om generaci-
jom ElT-ova. Priblizno 30% svih antitela prisutnih
u svakom normalnom serumu predstavljaju prirodna
autoantila koja sluze za nﬁim-anjc homenstaze
imunog sistema. Ova antitela takode regulisu fizio-
loSke procese povezane sa celijskim metabolizmom:
transport hranliivih materija (rthoflavin, spermin. )
do celije kac i katabolickih proizvoda internog ¢elij-
shog metabolizma (denaturisanih i degradiranih pro-
teina, abnormalnih seff i stranih ¢elija) [22].

Zbog navedenih razloga pravilan izbor kombi-
naci{e antigenskih determmanti HCV u testu pred
stavlja osnovni parametar od koga zavisi pouzda-
naost testa.

[zmedu regiona NS5 i humanih proteina azot-
oksid sintaze, protoonkogenog ¢inioca i hepatocit-
nog faktora rasta postoji visok stepen strukturne
sli¢nosti. Meze se pretpostaviti da neka od prirodnih
autoreaktivmh antitela koja ucestvuju u regulaciji
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(HLne Mmresc mi‘l-E,LI reagoval I 5a dllT.lgt‘:['lSk-DIﬂ deter-
LT AN ToI h.umm T‘«-S,, usled fenomena moleku-
larne mimikrije dajuéi lagno pezitivan rezultat [23,
241

Lakljucak

Otkrivena homologija izmedu nestrukturneg re-
giona 5 1 humanih preteina kao problem za clio-
Tosku dl_]ﬂﬂﬂ{]?ll i primenu krvi‘produkata, moZe biti
kljuéni dogadaj u patogenezi autoimunog ostecenja
jetre i uzrok dugogodisnjeg |Imnc‘:ln}_ﬂ,kcg nepre-
poznavanja virusa C. | perzistiranja u hepatocitima,
Naroéita 1znalazenjem stvarno anti-HCV pm.a;mwuh
jedinica krvi‘produkata i njihovim isklju¢ivanjent iz
lerapijske npotrebe sprecava se daljc Sirenje infek-

crje virusnog hepatitisa tipa C transfuzijom, Upu-
Clvanjem aau‘nptu}map skih anti-HCV pezitiviibe da-
valaca krvi na dodatna ispitivanja funkeije jetre. do-
pricosi utvrdivanju njihovog zdravstvenog slanja
pravovremenom ledeniu,

Homelogija dr=1mukmeimak1h sekvencl nestruk
turnog regiona 3 virusnog genoma sa azot-oksid sin-
tazom. tirozin kinazom - lck i aktivatorom hepato-
Eltlll’_!b: faktora rasta je uzrok autoimunih fenomena
kod virusnog hepatitisa tipa C, perzistencije infek-
::ue | izbegavanja virusa spcuhcnﬂ' odbrani obhole-

. Zbog toga virus hepatrtisa tipa C moze biti me-
d‘e Za 1311;:11..:371]{- autoimunosti 1 autcimunih bolesu
Jjudi, indukovanih virusom.
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Sh6 Vasiljevic N, i sar. Hepatitis C i transfuzija kevi
Summary
Fnrredieciion Maolecular mimicry

Heparitis C 85 a posi-fransfiuvion hepatitis witich ¢auses serious
profiems n blood transfusion. Biood testing reguires Jughly
sensiive and specific assavs with fugh prediciive value
Genoptic characteristios of hepatitis O virus

According to recommendations of lnternational Association for
the study of Liver Diseases etivlogical diagnosis of fupratitis s
based on highly senstiive thivd  generalion assavs’ epitapes in
the N8} region comprising noncoding sequence (TR with
324-341 well conserved pair of homologous buasis in 92% HOV
genomes, therefore approprigte for vires RNA detection.
Development of assars for hepatfes viruy

Fie first genevation of immuncenzyvme tests 0ET) were baved
an detection of antibodies on antigen c F0-3, which is a part
af the N3 regron of HCV genome. The second generation of
fevde with twe recombinant profeing - 022-3 and <200, achieved
higher sensitviny of assays. The thivd generation incinded epi-
topes from NS3 region, and removed the antigen ¢l 00-3,
Bevelopment of autoimmunity

futoimaninity s o padhopinsiolagical mechamizsm that's Jeads
to chronic inflammatory diseases. Autoimunity iv characterized
e sy af tolerance fonweards seli~antipmny. Viral hepatitiy C is
wssoviated with development of antoimmune phenomena,

Moleculur mimicry, as @ mechanise of quiourmmain, was e
vesingated (o establivh cross-Reactive immune ieactions be-
ween HCU antigen and  fnoman nitrogen-oxide  syathase,
Tyrasing kinase Lok, and heparic orowth factor activaior

Cross reactivity between HCV proteins and hision proteins
HOV capsid proteins iitiaie the autommmune process i the
fiver becanse of cross reaction of antibodics with human Gar
protein 19-27 which causes ouloimmune chrosic hepatins
However, anoiysis of hurman pratein from prosein basis Swivs
prot shows fomology between NS5 region ved 3 hunin protein
nitrogen oxide synthases, Dwrosine dinave-Lek, prote-oncogense
and hepane growlh factor activator. Accordmg to protein dota
auelysis and competilive in vitre sxperiments. i was conclided
that presence of anio-amiibodies i3 probably the consequerice of
CPUSS reactive LmmRe response.

Conclusion

Homology of aminio acid sequences tn the N33 rewion of the
OV gename with nitragen-oxide synthase. porosine kinase-Lok,
and hepatic growth facter activator, causes auto-ummne phe-
nomette i HC and can be a modsd for researching arainmii-
iy und fiuman views-induced awtoinnime diseases.

Key words: Hepatitis C, Molecular Miniery: Crass Reactions, Hepatitis, Autaimmune, Blood Transfusion

Rad je primijen 20. X1 2004,
Prilvaden 7a stampu 23 i 20035,
BIBLIDOG25-8105 (2005 LVIII-11-12:582-584,



