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POPIS KRATICA

aa — aminokiselina (amino acid)

AHB — akutni hepatitis B (acute hepatitis B)

anti-HBc — antitijelo na antigen c virusa hepatitisa B (antibody to the hepatitis B core antigen)

anti-HBe — antitijelo na antigen e virusa hepatitisa B (antibody to the hepatitis B e antigen)

anti-HBs — antitijelo na povrSinski antigen virusa hepatitisa B (antibody to the hepatitis B
surface antigen)

AuAg — australski antigen (Australian antigen)

cccDNA — kovalentno zatvorena kruzna DNA (covalently closed circular DNA)

CHB — kroni¢ni hepatitis B (chronic hepatitis B)

ddNTP — dideoksinukleotid (dideoxynucleotide)

dNTP — deoksinukleotid (deoxynucleotide)

F — nizvodna (forward)

g — gravitacijska konstanta (universal gravitational constant) = 9.81 m/s?

HBCcAg — antigen c virusa hepatitisa B (hepatitis B core antigen)

HBeAg — antigen e virusa hepatitisa B (hepatitis B e antigen)

HBsAg — povrsinski antigen virusa hepatitisa B (hepatitis B surface antigen)

HBV — virus hepatitisa B (Hepatitis B virus)

HBV Pol — polimeraza virusa hepatitisa B (HBV Polymerase)

HIV — virus humane imunodeficijencije (Human immunodeficiency virus)

HZJZ — Hrvatski zavod za javno zdravstvo

IFN — interferon (interferon)

Ig — imunoglobulin (immunoglobulin)

IgG — imunoglobulin klase G (immunoglobulin G)

IgM — imunoglobulin klase M (immunoglobulin M)

kb — kilobaza (kilobase)

L — veliki (large)

M — srednji (middle)

MRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina (messenger RNA)

NA — nukleozidni/nukleotidni analog (nucleoside/nucleotide analogue)

NK — prirodnoubilacke stanice (natural killer cells)

NTCP — kotransportirajuci polipeptid za natrijev taurokolat (sodium taurocholate

cotransporting polypeptide)



OBI — . tiha” ili ,,okultna” infekcija virusom hepatitisa B (silent or occult Hepatitis B virus
infection)

ORF — otvoreni okvir ¢itanja (open reading frame)

pb — parovi baza (base pairs)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (polymerase chain reaction)

pPgRNA — pregenomska RNA (pregenomic RNA)

R —uzvodna (reverse)

rcDNA — relaksirana kruzna DNA (relaxed circular DNA)

rpm — okretaji u minuti (revolutions per minute)

RT — reverzna transkriptaza (reverse transcriptase)

S —mali (small)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (World Health Organization)
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1. UvOD
1.1. Otkrice virusa hepatitisa B

Virus hepatitisa B (Hepatitis B virus, HBV) (Slika 1.) pripada porodici Hepadnaviridae iz
roda Orthohepadnavirus. Godine 1965. dr. Baruch Samuel Blumberg otkrio je povrSinski
antigen (HBsAQ) ovog virusa i za to je nagraden Nobelovom nagradom za medicinu 1976.
godine (Blumberg i sur. 1965). Izvorno, HBSAQ je nazvan ,,australski antigen” (AuAg) jer je
detektiran u uzorku krvi australskog Aboridzina koji je bolovao od hemofilije. Otkriven je na
taj nacin $to je AUAQ reagirao s antitijelom anti-HBs u serumu Aboridzina (Block i sur. 2016).
Australski antigen (HBsAg) bio je prvi marker koji se koristio za serolosku detekciju
specifi¢nih antitijela virusnog hepatitisa B. Virus hepatitisa B kao i svi ostali virusni hepatitisi

(A, C, D, E, G) uzrokuju upalu i oSteCenje jetre (hepatitis).

Virioni virusa HBV nazivaju se Daneove ¢estice. Naziv su dobile po Davidu Danu koji ih je
otkrio 1970. godine (Dane i sur. 1970). To su ¢estice sfernog oblika koje imaju ikozaedralnu
nukleokapsidu obavijenu lipidnom ovojnicom bogatom kolesterolom, i promjera su od 42 do
47 nm (Baumert i sur. 2014; Inan i Tabak 2015) (Slika 2.).

Slika 1. 3D model virusa hepatitisa B napravljen ra¢unalno na osnovu elektronsko
mikroskopske snimke (preuzeto i prilagodeno prema
https://3dmodelsworld.com/downloads/hepatitis-b-3d-model/).
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Slika 2. Virioni virusa hepatitisa B (Daneove cestice) pod TEM mlkroskopom (preuzeto i

s Liia

prilagodeno prema https://phil.cdc.gov/details.aspx?pid=5631).

1.2. Genom i struktura virusa hepatitisa B

Virus HBV ima djelomi¢no dvolanéanu relaksiranu kruznu rcDNA (relaxed circular DNA)
koja se sastoji od kodiraju¢eg i nekodirajuc¢eg lanca. Na 5' nekodirajuceg lanca kovalentno je
vezana polimeraza virusa HBV (HBV Pol) (Block i sur. 2007; Liang 2009; Baumert i sur. 2014;
Inan i Tabak 2015).

Duljina genoma virusa HBV je oko 3.3 kb, a ¢ine ga Cetiri otvorena okvira Citanja (ORF)
(Miller i sur. 1989; Stuyver i sur. 2000). Porodica Hepadnaviridae inac¢e ima vrlo male genome
u odnosu na ostale DNA viruse. Jedna od karakteristika genoma virusa HBV je asimetri¢na
struktura kodirajuceg i nekodiraju¢eg lanca. Nekodirajuci lanac je dulji, od 3.0 do 3.3 kb, a
komplementarni kodiraju¢i lanac moze biti dug od 1.7 do 2.8 kb (Doo i Ghany 2010; Inan i
Tabak 2015). Genom sadrzi Cetiri preklapaju¢a ORF-a koji kodiraju proteine virusa HBV. ORF
PreS1/PreS2 i S kodira proteine ovojnice (tri proteina ovojnice L, M, S i povrSinski antigen
HBsAg), ORF Precore/Core i C kodira za proteine nukleokapside (protein nukleokapside,
antigen HBcAg i nestrukturni antigen HBeAg), ORF P kodira za virusnu polimerazu (reverzna
transkriptaza, RNaza H i terminalna proteinska domena), dok ORF X kodira za protein X
(HBX), transaktivator virusne transkripcije (Slika 3.).


https://phil.cdc.gov/details.aspx?pid=5631

Slika 3. Genom virusa hepatitisa B s prikazanim otvorenim okvirima ¢itanja (ORF) koji se
djelomic¢no preklapaju (preuzeto i prilagodeno prema

https://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb/HBVdbGenome).

Sekvencija gena C sadrzi oko 500 pb i kodira proteine nukleokapside od 195 aminokiselina.
Nukleokapsida nastaje spajanjem 240 virusnih kapsidnih proteina promjera 27 nm u
ikozaedaralnoj strukturi (Stuyver i sur. 2000; Liang 2009; Inan i Tabak 2015). Stani¢ni proteini,
ukljuéujudi proteinske kinaze, pakirani su unutar nukleokapside (Block i sur. 2007; Inan i Tabak
2015). Regija gena S duga je oko 1.2 kb i kodira glikoproteine L (veliki), M (srednji) i S (mali)
koji se ravnomjerno rasporede po nukleokapsidi i sudjeluju u strukturi lipidne ovojnice (Stuyver
i sur. 2000; Block i sur. 2007; Baumert i sur. 2014; Inan i Tabak 2015) (Slika 4.).

Tijekom transkripcije virusnog genoma dolazi do stvaranja transkripata pregenomske RNA
(pregenomic RNA, pgRNA) i subgenomske mRNA.
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Slika 4. Struktura virusa hepatitisa B (preuzeto i prilagodeno prema

http://www.antimicrobe.org/v22.asp).

1.3. Genotipovi virusa HBV i njihova geografska distribucija

Virus hepatitisa B, kojim je zarazeno je preko 250 milijuna osoba, rasprostranjen je gotovo
u cijelom svijetu (Lin i Kao 2015). HBV se klasificira u deset genotipova koji su oznaceni
slovima od A do J, i preko 30 podgenotipova koji su oznaceni slovom genotipa i brojkom
(Sunbul 2014; Choi i sur. 2018). HBV genotipovi razlikuju se medusobno u vise od 8%
nukleotida sekvencije, dok se podgenotipovi medusobno razlikuju u 4% — 8% nukleotida
sekvencije (Sunbul 2014).

Genotipovi pokazuju karakteristicnu geografsku distribuciju. Genotip A Siroko je
rasprostranjen u supsaharskoj i zapadnoj Africi, sjevernoj Europi, Aziji, Indiji i Americi.
Genotipovi B i C uobicajeni su u Aziji i Pacifiku. Genotip C primarno je detektiran u
jugoisto¢noj Aziji. Genotip D dominantan je u Africi, Europi, mediteranskim zemljama i Indiji,
a genotip E ograniCen je na zapadnu Afriku. Genotip F nalazi se u Srednjoj i Juznoj Americi
kao i genotip H. Genotip G uobicajen je u Francuskoj, Njemackoj i SAD-u. Genotip | nedavno

je prijavljen u Vijetnamu i Laosu, a najnoviji genotip J identificiran je na otocima Ryukyu u


http://www.antimicrobe.org/v22.asp

Japanu (Lin 1 Kao 2015; Sunbul 2014) (Slika 5.). U Hrvatskoj do sada nije radena sustavna
nacionalna studija o distribuciji genotipova virusa HBV.
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Slika 5. Geografska distribucija genotipova virusa hepatitisa B (preuzeto od Shi i sur.
2013; Sunbul 2014).

1.4. Replikacijski ciklus virusa HBV

Virus hepatitisa B je hepatotropni virus koji iskljucivo inficira hepatocite. Infekcija
zapocinje reverzibilnim vezanjem specifi¢nih receptora za hepatocite preS1 koji se nalaze na
vanjskoj ovojnici zrele Daneove Cestice i heparan sulfatnih proteoglikana na hepatocitu (Doo i
sur. 2010; Watashi i sur. 2014; Inan i Tabak 2015). Ireverzibilnim vezanjem domene PreS1
proteina L na receptor NTCP (kotransportirajuci polipeptid za natrijev taurokolat) omogucen je
ulaz virusu HBV u hepatocit (Revill i Locarnini 2016). Nukleokapsida moze u¢i na dva nacina
u citoplazmu, fuzijom virusne ovojnice s membranom stanice ili spajanjem s membranom
endosoma nakon endocitoze (Watashi i sur. 2014; Inan i Tabak 2015). Interakcijom
nukleokapside sa stani¢nim mikrotubulima odvija se prijenos u citoplazmi (Block i sur. 2007;
Inan i Tabak 2015). Razvoj infekcije ovisi o ekspresiji faktora domacina Rab5 i Rab7 (GTPaze)
koji djeluju u biogenezi, odnosno lokalizaciji i sazrijevanju endosoma. Molekula rcDNA s

kovalentno vezanom HBV Pol oslobada se iz nukleokapside u citoplazmu i pomoc¢u importina

5



a i B ulazi u jezgru hepatocita (Ezzikouri i sur. 2014; Inan i Tabak 2015). Nakon ulaska u jezgru
polimeraza domacina dovrSava sintezu kodiraju¢eg lanac rcDNA, buduéi da kodirajuéi i
nekodirajuéi lanac nisu iste duljine. Nakon §to je kodirajuéi lanac zavrSen, on se povezuje s
nekodiraju¢im lancem formiraju¢i kovalentno zatvorenu kruznu cccDNA (covalently closed
circular DNA) pune duljine. Novonastala struktura DNA povezuje se s proteinima sli¢énim
histonskim i nehistonskim proteinima te njezina struktura nalik je kromatinu i zbog toga se zove
mini kromosom koji sluzi kao kalup za transkripciju virusnih mRNA (Urban i sur. 2010; Zhang
1 sur. 2013; Doo i sur. 2010. Inan 1 Tabak 2015). Molekula cccDNA koristi sve stanic¢ne
mehanizme za proizvodnju RNA i proteina koji su potrebni za obavljanje sinteze svih virusnih
RNA i replikaciju virusa (Inan i Tabak 2015). Virusne molekule mRNA izlaze kroz jezgrine
pore u citoplazmu hepatocita. Protein nukleokapside i virusna polimeraza sintetiziraju se kao
rezultat translacije pregenomske RNA, a protein X te proteini ovojnice L, M i S sintetizirani su
translacijom subgenomske mMRNA na stani¢nim ribosomima (Ezzikouri i sur. 2014; Inan i
Tabak 2015). Sinteza virusnog genoma dogada se na kraju replikacijskog ciklusa unutar
formirane nukleokapside. Proteini HBcAg formiraju nezrelu nukleokapsidu i stvaraju kompleks
pgRNA/HBYV Pol (Schadlar i Hildt 2009; Inan i Tabak 2015). Molekula pgRNA je kalup
reverznoj transkriptazi (RT) za sintezu nekodirajuceg lanca DNA koji se produljuje. Reverzna
transkriptaza prepoznaje petlju na pgRNA, tzv. priming mjesto i zapoCinje sintezu
nekodiraju¢eg lanca DNA. Nakon zavrSetka sinteze nekodiraju¢eg lanca DNA, domena RNaze
H razgraduje pgRNA. ZavrSeni nekodirajuéi lanac se koristi kao kalup za sintezu kodirajuceg
lanca koji je rijetko dovrSen i razli¢itih je duljina (Beck i Nassal 2007; Inan i Tabak 2015).
Tijekom sinteze kodirajué¢i lanac DNA vraca se natrag do kraja nekodirajuceg lanca DNA i na
taj nacin formira djelomi¢no dvolan¢anu kruznu DNA. U endoplazmatskom retikulumu, zrela
nukleokapsida koja sadrzi DNA dobiva lipidnu ovojnicu s proteinima HBsAg (Doo i sur. 2010;
Urban i sur. 2010; Inan i Tabak 2015). Virion prolazi kroz Golgijevo tijelo i preko sekretornih
vezikula napusta hepatocit (Slika 6.).
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Slika 6. Replikacijski ciklus virusa hepatitisa B. Virus ulazi u hepatocit vezanjem na receptor
za kotransportirajuéi polipeptid za natrijev taurokolat (NTCP) (i). Nakon uklanjanja virusne
ovojnice i nukleokapside (ii), virusna rcDNA se transportira u jezgru, gdje se konvertira u
cccDNA (iii), $to je kalup za transkripciju svih virusnih mRNA (iv). PgRNA transportira se u
citoplazmu, gdje se obavija i pomocu polimeraze virusa HBV obrnuto transkribira u rcDNA
(v). Ako se tijekom tog procesa dogodi pogresno zatvaranje, umjesto rcDNA (Vi) nastaje
dIDNA. Cestica sa zrelom nukleokapsidom i rcDNA izluéuju se iz stanice kao virion (vii), ili
se rcDNA i dIDNA mogu transportirati u jezgru (viii), gdje se rcDNA pretvara u cccDNA (ix)
putem unutarstani¢ne konverzije. DIDNA se moze integrirati u kromosom domacina (X).
HBsAg se sintetizira iz mRNA (xi) dobivene iz virusnog mini kromosoma i iz integrirane DNA
virusa HBV (xii). Mutacija G1896A uvodi preuranjeni stop kodon i ukida proizvodnju HBeAg
(preuzeto i prilagodeno prema Revill i Locarnini 2016).

1.5. Nacini rasprostranjivanja, infektivnost i dijagnostika virusa HBV

Virus HBV rasprostranjuje se direktnim krvnim kontaktom te kontaktom s tjelesnim
teku¢inama (sperma, vaginalni sekret) tijekom spolnog odnosa kao i bliskim obiteljskim
kontaktom. Najcesce se rasprostranjuje parenteralno, npr. dijeljenjem pribora prilikom
intravenskog uzimanja droga te nesterilnim priborom za tetoviranje, piercing i kozmeticke

tretmane. Rasprostranjuje se i vertikalnim putem s majke na dijete tijekom trudnoce i dojenja.



U proslosti se mnogo osoba zarazilo tijekom transfuzija krvi, medutim danas se svaka doza krvi
testira na virus HBV. Moguce se zaraziti i prilikom hemodijalize te transplantacije. Zdravstveni
radnici imaju veliki rizik od zaraze. Iako se virus HBV moze detektirati u slini, on se ne
rasprostranjuje kihanjem, kasljanjem ili dijeljenjem pribora za jelo ili ¢asa. Takoder, nema

zabiljezenih slucajeva zaraze putem urina, fecesa, znoja i suza (Kaic i sur. 2013).

Virus hepatitisa B moze prezivjeti izvan tijela najmanje sedam dana. Inkubacijsko razdoblje
je u prosjeku od 75 do 90 dana ovisno o putu prijenosa i koli¢ini inokuliranog virusa. Inficirana
osoba pocinje izluéivati virus tjednima prije nego $to se jave prvi simptomi bolesti, i ostaje
zarazna tijekom cijele faze bolesti (Kai¢ i sur. 2013). Za dijagnostiku virusa HBV potrebno je
napraviti testiranje seruma na markere, a to su povrsinski antigen virusa hepatitisa B (HBSAQ),
antitijelo na povrSinski antigen virusa hepatitisa B (anti-HBs), antitijelo na antigen ¢ virusa
hepatitisa B klase imunoglobulina M i G (anti-HBc IgM i 1gG), antigen e virusa hepatitisa B
(HBeAQ), antitijelo na antigen e virusa hepatitisa B (anti-HBe) i DNA virusa hepatitisa B (DNA
virusa HBV), metodama radioimunotesta (Radioimmunoassay, RIA), enzimskog imunotesta na
¢vrstoj fazi (Enzime-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) i lancane reakcije polimerazom
(Polymerase Chain Reaction, PCR). Pozitivan rezultat testa na HBeAg upucuje na aktivnu
replikaciju virusa, tj. infektivnost oboljelog, a detekcija prisutnosti anti-HBe znaci da se virus
vise ne replicira. HBsAg je op¢i marker infekcije. Ako je rezultat testa na HBSAg negativan to
znaCi da nema znakova aktivne infekcije virusom HBV, a ako je pozitivan to upuéuje na
mogucu akutnu ili kroniénu infekciju. Rezultat testiranja na anti-HBs dokaz je oporavka te
imunosti na infekciju virusom HBV ili postojanje infekcije. Pozitivan rezultat testa znaci
preboljenu infekciju ili imunizaciju, a negativan rezultat testa upucuje na trenutnu akutnu ili
kroni¢nu infekciju. Ako je rezultat testa na anti-HBcC negativan zna¢i da nema znakova sadasnje
ili preboljene infekcije, a uz pozitivan rezultat testa na anti-HBs, znaci da su antitijela stecena
cijepljenjem. Pozitivan rezultat testa na anti-HBc upucuje na infekciju. Nakon toga marker IgM
pokazuje je li akutna, a marker IgG pokazuje je li infekcija kroni¢na. U slu¢aju pozitivnog
rezultata testa na anti-HBs i negativnog rezultata testa na HBsAg, uz pozitivan rezultat testa na
anti-HBc, najvjerojatnije je rije¢ o preboljenoj infekciji, ali u slucaju negativnog rezultata testa
na anti-HBs te pozitivnog rezultata testa na HBsAQ i anti-HBc rijec je o kroni¢nom hepatitisu
B (Klinika za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢”: Virusni hepatitisi). Detekcija DNA
virusa HBV upucuje na postojanje aktivne replikacije virusa i precizan je test za pracenje

uspjesnosti antivirusne terapije. Sluzi za odredivanje viremije, broja kopija virusne DNA po



mililitru seruma. Viremija s vise od 1000 kopija DNA virusa HBV po mL seruma smatra se

povisenom razinom i upucéuje na aktivnu replikaciju virusa (Dienstag 2008).
1.6. Prevalencija infekcije virusom HBV

Prevalencija infekcije virusom HBV je broj svih slucajeva kroni¢nog hepatitisa B kod
odredene populacije u odredenom periodu. Svjetska zdravstvena organizacija (World Health
Organization, WHO) procjenjuje da je u svijetu oko 257 milijuna osoba kroni¢no zarazeno
virusom HBYV, a otprilike 887000 osoba svake godine umire od posljedica infekcije. U Europi

je zarazeno 13.3 milijuna osoba (1.8% odraslih), a godi$nje umre oko 36000 osoba. (Slika 7.).

Prema podatcima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ), Hrvatska spada u zemlje s
niskom ucestalos¢u virusa HBV koji je zadnjih dvadesetak godina u opadanju zbog uvodenja
cijepljenja, ali i dalje predstavlja vazan javnozdravstveni problem s obzirom da je oko 25000

osoba u Hrvatskoj kroni¢no zarazeno ovim virusom.
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Prevalencija virusa hepatitisa B

- visoko srednja: 5% — 7%
- nisko srednja: 2% — 4%

niska: <2%

nema podataka

Slika 7. Prevalencija infekcije virusom hepatitisa B u svijetu 2015. godine (preuzeto i
prilagodeno prema https://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2018/infectious-diseases-

related-to-travel/hepatitis-b).


https://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2018/infectious-diseases-related-to-travel/hepatitis-b
https://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2018/infectious-diseases-related-to-travel/hepatitis-b

1.7. Patogeneza, lije¢enje i prevencija infekcije

Virus HBV ne uzrokuje izravno o$te¢enje hepatocita, ve¢ je ono posljedica agresivnog
odgovora imunosnog sustava na virus. Nakon infekcije nastaje akutni hepatitis B (AHB) koji
traje do 3 mjeseca nakon inkubacijskog razdoblja i u tom periodu imunosni sustav organizma
moze eliminirati virus. Osoba za to vrijeme osjeca slabost i abdominalnu osjetljivost. Medutim,
neke osobe nece moci eliminirati virus. Ukoliko infekcija virusom HBV traje dulje od 6 mjeseci
razvit ¢e se kroni¢ni hepatitis B (CHB). Simptomi su isti kao i u AHB te bolest ¢esto postoji
godinama prije negoli se slucajno otkrije. U slucaju nelijecenja CHB, zbog jakog upalnog
procesa uzrokovanog imunosnim sustavom, moZze nastati trajno ostecenje jetre poput ciroze

jetre (LC) i hepatocelularnog karcinoma (HCC) (Papatheodoridis i sur. 2015).

Godine 1969. dr. Blumberg i dr. Irving Millman izumili su cjepivo protiv virusa HBV. Prva
cjepiva dobivena su prikupljanjem HBsAg iz plazme osoba s kroni¢cnom HBV infekcijom, a
sredinom 80-ih godina zamijenjena su DNA-rekombinantnim cjepivima proizvedenim u kvascu
(Romano i sur. 2014). Devedesetih godina prosloga stolje¢a u Hrvatskoj je uvedeno obvezno
cijepljenje protiv virusa HBV dok je u nekim europskim zemljama uvedeno i ranije, 1982.
godine. Cjepivo je moguce primiti u dvije serije (Heplisav-B ili Dynavax) ili tri serije

(Recombivax HB, Engerix-B i Twinrix), ovisno o Zivotnoj dobi.

Za akutni hepatitis B ne postoji specifi¢an terapijski tretman. Kroni¢ni hepatitis B moze se
lijeciti oralnim antivirusnim lijekovima (Tablica 1.) koji direktno djeluju na virus te injekcijama

interferona o koje imaju i imunomodulatorno djelovanje (Grimm i sur. 2011).

Antivirusni lijekovi koristeni u terapiji virusa HBV su nukleozidni i nukleotidni analozi
(NA) koji uvijek ciljaju sintezu DNA reverznom transkriptazom, te funkcioniraju kao
kompeticijski inhibitori enzima. Oni oponaSaju prirodne nukleozide 1 nukleotide koji se
ugraduju unutar molekula DNA, te ometaju replikaciju virusa. Prilikom procesa replikacije
kada dode do ugradnje analoga u molekulu DNA enzimom RT, analog djeluje kao terminator
jer zbog nedostatka hidroksilne skupine ne moze formirati kovalentnu vezu s drugim
nukleotidom, Sto rezultira zavrSetkom lanca i inhibicijom daljnje replikacije virusa HBV
(Grimm i sur. 2011).

Lijec¢enje kroni¢nog hepatitisa B uobicajeno ne eliminira virus iz tijela u potpunosti, ve¢
smanjuje razine cccDNA, najvjerojatnije zbog smanjenja obnavljanja cccDNA putem

inhibitora reverzne transkriptaze (NRTI) (Revill i Locarnini 2016; Zhang i sur. 2016).
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Antivirusna terapija NA predvidena je kao trajna terapija koja bi se trebala provoditi najmanje
jednu godinu, u nekim slu¢ajevima i dozivotno. Glavni nedostatak NA je ponovna replikacija
virusa HBV nakon prekida terapije (Song i sur. 2012). Kod duljeg uzimanja antivirusne terapije
moze do¢i do mutacija koje dovode do supstitucije aminokiselina, te virus tako postaje
rezistentan na antivirusne lijekove (Choi i sur. 2018). Tijekom cijelog procesa lijecenja
potrebno je mjeriti viremiju i paziti da njezina vrijednost bude manja od 1000 kopija DNA
virusa HBV po mL seruma.

Tablica 1. Antivirusni lijekovi i struktura nukleozidnih i nukleotidnih analoga.

antivirusni lijek aktivni sastojak (NA) struktura
(genericKi naziv)
Baraclude® entekavir nukleozidni analog gvanozina
Epivir®, Zeffix® lamivudin nukleozidni analog citidina
Hepsera® adefovir dipivoksil nukleotidni analog adenozina
Sebivo®, Tyzeka® telbivudin nukleozidni analog timidina
Viread® tenofovir disoproksil fumarat | nukleotidni analog adenozina

Interferon a (IFN 2a i 2b) umjereno inhibira replikaciju virusa HBV jer virus HBV ima
odredenu razinu osjetljivosti na interferon a koja moze biti specifi¢na za genotip (Wieland i
sur. 2005; Block i sur. 2007). Mehanizam njegova djelovanja je razgradnja virusne mRNA i
inhibicija sinteze virusnih proteina kao i poticanje formiranja stanica NK te pomo¢nickih T
limfocita na produkciju citokina koji uniStavaju inficirane hepatocite (Rijckborst i Janssen
2010).

LijeCenje moze usporiti napredovanje ciroze jetre, Smanjiti pojavu hepatocelularnog
karcinoma te poboljsati dugoroc¢no prezivljenje. Kod teskog ostecenja jetre jedina je opcija

transplantacija organa.
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1.8. Rezistencija na antivirusne lijekove

Kodirajuca sekvencija za HBV polimerazu, duga 2.5 kb (842 aa), najvecéa je u virusnom
genomu (Stuyver i sur. 2000). Polimeraza ima cCetiri domene: terminalnu proteinsku domenu
(TP) koja sadrzi pocetnicu tirozina, domenu razmaknice, domenu RT koja je odgovorna za
kataliziranje sinteze DNA i1 domenu RNaze H koja je klju¢na za razgradnju pgRNA (Clark i Hu
2015) (Slika 8.).

L

1 183 349 (rt) 692(rt344)  845aa

I(G) I(F) A B ¢ D &

Slika 8. Polimeraza virusa hepatitisa B (preuzeto i prilagodeno prema Zolium i Locarnini
2009).

lako je virus hepatitisa B DNA virus, on ima visoku stopu mutacija zato $to tijekom svoje
replikacije koristi DNA polimerazu ovisnu 0 RNA (RT), sto dovodi do produkcije mnogih
nejednakih varijanti genoma u svakom ciklusu replikacije (Caligiuri i sur. 2016). Razlog tome
je Sto je reverzna transkriptaza polimeraza bez egzonukleazne aktivnosti koja tijekom
replikacije koristi intermedijer RNA (pgRNA). Stopa pogrjeske iznosi 107, §to je 10 puta vise
nego kod drugih DNA virusa, te rezultira pojavom mutacija u domenama RT koje posljedi¢no
zbog selekcijskog pritiska terapije mogu dovesti do rezistencije na antivirusne lijekove,
odnosno selekcije najprilagodenijih varijanti virusnog genoma (Zhang i sur. 2013; Caligiuri i
sur. 2016; Choi i sur. 2018). Tockaste mutacije (tranzicije i transverzije) u interdomeni A-B
gena za RT mogu promijeniti konformacijsku strukturu RT supstitucijom aminokiselina te na
taj nac¢in smanjiti u¢inkovitost vezanja NA (Strasfeld i Chou 2010; Zheng i sur. 2012; Xu i sur.
2015).

Mutacija koja uzrokuje rezistenciju na jedan od NA moze uzrokovati i rezistenciju na drugi,
§to nazivamo kriznom rezistencijom (Zolium i Locarnini 2009; Grimm i sur. 2011). Nukleotidni
analozi adefovir i tenofovir nisu krizno rezistentni s lamivudinom, telbivudinom i entekavirom

(Dienstag 2008). Kada se dogode dvije ili viSe mutacija u istoj regiji, povecava Se vjerojatnost
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brze pojave rezistencije na NA zbog sinergistickog djelovanja, te se takva mutacija naziva

kompenzacijska mutacija (Handel i sur. 2006).

Prevalencija mutacija reverzne transkriptaze u bolesnika koji nisu lijeCeni ovisi o
geografskim ¢imbenicima (prevalencija odredenih mutacija ovisi o etnickoj pozadini ispitanika
na odredenom geografskom podrucju), virusnom HBV genotipu, prisutnosti specifi¢nih
antitijela na HBeAg (serostatusu), viremiji, progresiji bolesti, prisutnosti intragenske
rekombinacije, koinfekciji virusom HIV i metodama koristenim za detekciju mutacija (Choi i
sur. 2018) (Slika 9.). Medutim, rezistencija se moze pojaviti i prilikom dugotrajnog lijeCenja
virusa HBV inhibitorima reverzne transkriptaze kao i lijeCenja infekcije virusom HIV (Zheng i
sur. 2012). Osobe zarazene virusom HIV Eesto imaju i koinfekciju virusom HBV. Antivirusni
lijekovi za lijecenje infekcije virusa HBV djelotvorni su i u borbi protiv virusa HIV, a ako su
koriSteni prije lijecenja virusa HBV, rezistencija na antivirusne lijekove pojavljuje se vrlo brzo

(Dienstag 2008; Choi i sur. 2018).

v modulacija virusne spasobnosti

v pasljedice na prevalenciju v izbjegavanje imunosnog
i udestalost mutacija odgovora

[
¥ genatip (C> A, B, D) ¥ prethodno postojece mutacije RT
¥ HBeAg serostatus (- > +) ¥ polimorfna mjesta ovisna o genotipu ¥ ishod lijedenja antivirusnim
¥ geografski faktor v preklapajuée mutacije HBsAg lijekovima

{Azija > Europaili SAD) (determinanta,a") v progresija bolesti jetre (HCC ili
¥ progresija bolesti ¥ intragenska rekombinacija ciroza)

{HCC, ciroza > ASC, CHB) ¥ koinfekcija virusom HIV

Slika 9. Shematski prikaz koji ukazuje na ulogu prethodno postoje¢ih mutacija reverzne
transkriptaze virusa hepatitisa B u progresiji bolesti jetre i ishodima lije¢enja. HBV: virus
hepatitisa B; HCC: hepatocelularni karcinom; ASC: asimptomatski prijenosnici; CHB:
kroni¢ni hepatitis B; HIV: virus humane imunodeficijencije (preuzeto i prilagodeno prema

Choi i sur. 2018).
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1.9. Izbjegavanje imunosnog odgovora

Mutacije koje se nalaze u interdomeni A-B gena za RT koja se preklapa s regijom
determinante ,,a ” (glavna regija za indukciju zastitnog humoralnog imunosnog odgovora) gena
S, mogu dovesti do mutacija koje onemogucuju detekciju HBsAg i dovode do izbjegavanja
imunosnog odgovora (immune-escape mutation). Te mutacije se jo§ nazivaju i sekundarnim
mutacijama (Ruiz-Tachiquin i sur. 2007; Sayan i Bugdaci 2013; Choi i sur. 2018) (Slika 10.).

< Pol/RT >

gen za polimerazu ™ RAZMAKNICA lm: A B C DE RH

wt gena preS/S RNt Jeeet2 S

Slika 10. Shematski prikaz preklapanja gena za polimerazu virusa hepatitisa B i

determinante ,,a” gena S (preuzeto i prilagodeno prema Romano i sur. 2014).

Antigen HBs nalazi se na ovojnici ¢estice virusa HBV. To je molekula od 226 aminokiselina
koja se koristi se za dijagnosticiranje infekcije hepatitisom B (Stuyver i sur. 2000; Perazzo i
sur. 2015; Ye i sur. 2015; Hossain i Ueda 2017). Provedba obveznog cijepljenja dovela je do
znafajnog smanjenja ucestalosti 1 prijenosa virusa HBV. Prilikom cijepljenja stvaraju se
antitijela (anti-HBs) na HBsAg. Iako se strategija imunizacije pokazala uspjeSnom, sve je vise
izvjeStaja o mutiranim virusima HBV koji se repliciraju unato¢ cijepljenju i uzrokuju bolest
(Romano i sur. 2014; Hossain i Ueda 2017).

Mutacija koja uzrokuje izbjegavanje imunosnog odgovora prvi put je identificirana u Italiji,
1988. godine u novorodenceta. Djecak je odmah po rodenju primio cjepivo, ali je razvio
infekciju virusom HBV. Otkriveno je da virus koji ima mutaciju u genu za HBsAg dobio

perinatalno s majke nositeljice (Zanetti i sur. 1988).

Mutacije gena S javljaju se spontano kao posljedica selekcijskog pritiska imunosnog sustava
domacina, iako mehanizam kojim se to dogada jo$ uvijek nije otkriven (Leong i sur. 2016).
Mutacija mijenja konformaciju determinante ,,a” HBsSAQ tako da neutralizirajuc¢a antitijela,
anti-HBs, inducirana cijepljenjem ili unesena imunoglobulinskom terapijom (HB Ig) vise nisu

u stanju prepoznati epitop virusa HBV i vezati se za njega, §to rezultira infekcijom (Huang i
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sur. 2012; Romano i sur. 2014; Leong i sur. 2016). Mutacije mogu utjecati na ucinkovitost
dijagnostickih imunotestova, §to zna¢i da HBsSAg nije moguce detektirati standardiziranim

testovima (seroloski testovi).

Postoji i infekcija tzv. ,,tthim” virusom HBV (silent ili occult HBV, OBI). OBI je prisutnost
DNA virusa HBV u jetri (sa ili bez prisutnosti DNA virusa HBV u serumu) bez detektabilnog
HBsAg, sa ili bez prisutnosti anti-HBs (Min-Sun i Yoon 2014; Manoochehr 2016).
Karakterizira ga niska razina DNA virusa HBV u serumu (<200 kopija DNA virusa HBV/mL)
i nemoguénost ekspresije HBsAg (Zeinab Nabil 2011), sto je posljedica niske razine virusne
replikacije. Osim mutacija u genu S koje ¢ine HBsAg nedetektabilnim, uoéeni su jo$ neki
mehanizmi koji mogu dovesti do nemogucénosti njegove detekcije, kao $to su imunosupresija
organizma domacina nakon agresivnih nacina lijeCenja nekih stanja, mutacije u genu X virusa
HBYV te mutacije u polimerazi ili kontrolnim podru¢jima transkripcije virusa HBV. Medutim,

potrebna su daljnja istrazivanja (Zeinab Nabil 2011; Min-Sun i Yoon 2014).

U ovom trenutku rizik od mutacija u genu za HBsAg nije tako velik kako se smatralo, ali
osobe u kojih postoji mogucnost infekcije horizontalnim ili vertikalnim putem trebaju uzimati

antivirusnu terapiju (Leong i sur. 2016).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

U Republici Hrvatskoj do sada nije radena sustavna nacionalna studija o distribuciji
genotipova i podgenotipova virusa HBV kao ni o prevalenciji mutacija odgovornih za
rezistenciju na inhibitore reverzne transkriptaze, te onih odgovornih za izbjegavanje imunosnog
odgovora. Odredivanjem slijeda nukleotida interdomene A-B gena za reverznu transkriptazu
moguce je odrediti genotipove i1 podgenotipve virusa HBV te mutacije odgovorne za
rezistenciju i izbjegavanje imunosnog odgovora. Odredivanje navedenog izuzetno je vazno
zbog individualiziranog pristupa lijeGenja bolesnika s kroni¢nim hepatitisom B Kkao i

sprjecavanja terapijskog neuspjeha i progresije bolesti.
U svrhu toga odredeni su sljedeci ciljevi istrazivanja:

v' odrediti slijed nukleotida interdomene A-B gena za reverznu transkriptazu virusa
hepatitisa B Sangerovim sekvenciranjem, iz 30 uzoraka virusa HBV prikupljenih u
vremenskom razdoblju od kolovoza 2017. do rujna 2018.;

v" temeljem dobivenih sekvencija odrediti genotipove i podgenotipove virusa hepatitisa B
koriste¢i bioinformaticki algoritam Geno2Pheno;

v' identificirati mutacije u interdomeni A-B gena za reverznu transkriptazu koje su
odgovorne za rezistenciju na inhibitore reverzne transkriptaze koristec¢i bioinformaticki
algoritam Geno2Pheno;

v’ predvidjeti vezane mutacije u genu S koje su odgovorne za izbjegavanje imunosnog

odgovora koriste¢i bioinformaticki algoritam Geno2Pheno.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u Odjelu za imunolosku i molekularnu dijagnostiku Klinike za
infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢” u Zagrebu. U istrazivanje je ukljuc¢eno 30 ispitanika
oba spola (Tablica 2.) s kroni¢nim hepatitisom B kojima je u sklopu rutinske dijagnosticke
obrade odredena viremija veca od 1000 kopija DNA virusa HBV po mL seruma. Ispitanici
ranije nisu bili lijeceni inhibitorima reverzne transkriptaze te su u klinicku skrb zaprimljeni od

kolovoza 2017. do kraja rujna 2018. godine.

Tablica 2. Demografski i bioloski parametri ispitanika.

Parametri Muskareci Ukupno
Spol
N 13 17 30
% 43 57 100
Dob (godine)
minimum 30 20
maksimum 77 69
medijan 38 43 41.5
Viremija (kopije DNA virusa HBV/mL)
minimum 1356 1175
maksimum 300853 >989000000
medijan 16785 110987.5 41595

3.2. Bioloski uzorci

Uzorci krvi ispitanika prikupljeni su u Centru za virusni hepatitis Klinike za infektivne
bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢”. U sterilne epruvete Vacutainer od 6 mL bez antikoagulansa,
venepunkcijom je prikupljena periferna krvi. Nakon inkubacije od 15 minuta pri sobnoj
temperaturi, uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 9500 x g (3500 rpm). Centrifugiranjem je
serum odvojen od stanica krvi i fibrinogena koji su zaostali u talogu. Serum je pipetom Pasteur

prenesen u sterilnu epruvetu i pohranjen pri -20 °C do daljnje obrade.
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3.3. Reagensi i otopine

3.3.1. Komplet reagensa i otopina za izolaciju virusne DNA

> QlAamp® DNA Blood Mini Kit (250) (Qiagen, Hilden, Njemacka)

proteaza K (proteinase K) — cijepa peptidnu vezu proteina na karboksilnom kraju
alifatskih i aromatskih aminokiselina

pufer za liziranje (buffer AL) — sadrzi kaotropne soli (gvanidin klorid)

pufer za ispiranje 1 (buffer AW1 concentrate) — za ispiranje neéisto¢a; koncentrat u
koji se dodaje apsolutni etanol

pufer za ispiranje 2 (buffer AW2 concentrate) — za ispiranje necistoca s dodatkom
natrijevog azida za inhibiciju rasta mikroorganizama; koncentrat u koji se dodaje
apsolutni etanol

pufer za oslobadanje DNA s kolone (buffer AE) — sadrzi 10 mM Tris-Cl i 0.5 mM
EDTA, pH =9.0

» 96%-tni etanol (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

3.3.2. Komplet reagensa i otopina za lan¢anu reakciju polimerazom

> FastStart™ High Fidelity PCR System (Roche, Basel, Svicarska)

smjesa Hot start FastStart™ Tag DNA polimeraze i termostabilnog proteina s 3' —5'
egzonukleaznom aktivno3éu koji se aktiviraju zagrijavanjem pri 95°C (FastStart™
High Fidelity Enzyme Blend 5U/ulL)

10x koncentrirani reakcijski FastStart™ pufer s 18 mM MgCl; (FastStart™ High
Fidelity Reaction Buffer, with 18 mM MgCl, 10x concentrated)

otopina koja sadrzi 10 mM svakog nukleotida (PCR Grade Nucleotide Mix)

dvostruko destilirana, deionizirana i autoklavirana voda (Water, PCR grade)

» pocetnice HBVY OUT FORWARD i HBV OUT REVERSE Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific, Waltham Massachusetts, SAD) (Choi i sur. 2018)
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3.3.3. Komplet reagensa i otopina za ugnijezdenu lan¢anu reakciju polimerazom (Nested
PCR)

> FastStart™ High Fidelity PCR System (Roche, Basel, Svicarska)
e smjesa Hot start FastStart™ Tag DNA polimeraze i termostabilnog proteina s 3' — 5'
egzonukleaznom aktivno$éu koji se aktiviraju zagrijavanjem pri 95°C (FastStart™
High Fidelity Enzyme Blend 5U/ul)
e 10x koncentrirani reakcijski FastStart™ pufer s 18 mM MgCl. (FastStart™ High
Fidelity Reaction Buffer, with 18 mM MgCl, 10x concentrated)
e otopina koja sadrzi 10 mM svakog nukleotida (PCR Grade Nucleotide Mix)
e dvostruko destilirana, deionizirana i autoklavirana voda (Water, PCR grade)
» pocetnice HBV IN FORWARD i HBV IN REVERSE Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific, Waltham Massachusetts, SAD) (Choi i sur. 2018)

3.3.4. Komplet reagensa i otopina za reakciju sekvenciranja

> BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Warrington,
UK)

e reakcijska smjesa za Sangerovu dideoksi metodu sekvenciranja koja sadrzi
fluorescentno oznacene ddNTP-ove i AmpliTag® DNA polimerazu (BigDye™
Terminator v3.1 Ready Reaction Mix)

e 5x koncentrirani pufer, specificno optimiziran za koristenje s ,,v3.1/ Ready Reaction
Mix” (BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5x Sequencing Buffer)

» pocetnice HBV IN FORWARD i HBV IN REVERSE Invitrogen (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) (Choi i sur. 2018)

» destilirana, deionizirana i autoklavirana voda o¢iS¢ena od nukleaza (DEPC — Treated

Water; Ambion, Austin, Texas, SAD)

> matriks za razdvajanje DNA fragmenata pri kapilarnoj elektroforezi (POP-7™ polymer;

Applied Biosystems, Warrington, UK)

» pufer za kapilarnu elektroforezu (310 and 31xx Running Buffer, 10x; Applied

Biosystems, Warrington, UK)

> kapilare za elektroforezu (3130xI/3100 Genetic Analyzer 16-Capillary Array, 50 cm;
Applied Biosystems, Warrington, UK)
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3.3.5. Komplet reagensa i otopina za procis¢avanje i denaturaciju amplikona

>

natrijev acetat (Sodium acetate buffer solution, 3 M, pH =5.2; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, SAD) — sol za precipitaciju DNA

96%-tni i 70%-tni etanol (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska) - etilni alkohol za
otapanje DNA

visoko deionizirani formamid (Hi-Di™ Formamide; Applied Biosystems, Warrington,

UK) — reagens za otapanje taloga i denaturaciju

3.4. Uredaji i racunalni programi

3.4.1. Uredaji

centrifuga Hettich EBA 20 (Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Hettich), Tuttlingen,
Njemacka)

vrtloZzna mijeSalica Agitateur Top-Mix 1118 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD)

termoblok R 1.5 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

ultracentrifuga SIGMA 3K30 (Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode am Harz,
Njemacka)

termokruznik GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Warrington, UK)
centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

uredaj za sekvenciranje ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Warrington, UK)

3.4.2. Racunalni programi

program DNA Sequencing Analysis verzija 5.1 (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, SAD)

program Vector NTI Software (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD)

bioinformaticki algoritam Geno2Pheno (Genafor, Max Planck Institut Informatik,
Bonn, Njemacka)

baza podataka GenBank (NCBI, Bethesda, Maryland, SAD)

program Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD)
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3.5. Metode
3.5.1. lzolacija virusne DNA

Virusna DNA iz seruma izolirana je koriStenjem komercijalnog kompleta reagensa
QlAamp® DNA Blood Mini Kit (250) prema protokolu proizvodaca (Slika 11.). U epruvetu od
1.5 mL otpipetirano je 20 uL proteaze K, 200 uL uzorka seruma te 200 uL pufera za liziranje
stanica AL. Dobivena smjesa promije$ana je na vrtloznoj mijesalici 15 sekundi kako bi
enzimska razgradnja bila efikasnija. Uzorak je inkubiran u termobloku 10 min pri 350 okretaja
u minuti (rpm, revolutions per minute) i 56 °C. Zatim je u epruvetu dodano 200 pL 96%-tnog
etanola i uzorak je promijeSan na vrtloZznoj mijesalici 15 sekundi. Sadrzaj epruvete volumena
620 pL prebagen je u QlAamp® Spin epruvetu s kolekcijskom epruvetom od 2 mL te
centrifugiran u ultracentrifugi 1 min pri 6000 x g (8000 rpm). Epruveta QlAamp Spin koja
sadrzi membranu od silika-gela, na koju se vezala DNA, nakon svakog centrifugiranja
prebacena je u nove kolekcijske epruvete od 2 mL. Dodano je 500 pL pufera za ispiranje AW1
i ponovljeno centrifugiranje 1 min pri 6000 x g (8000 rpm). Zatim je dodano 500 pL pufera za
ispiranje AW2 i uzorak je centrifugiran 3 min pri 20000 x g (14000 rpm). Buduci da puferi
AW1 i AW2 sadrze etanol koji moze inhibirati reakciju, potrebno je ukloniti njegove ostatke
centrifugiranjem uzorka 1 min pri 20000 x g (14000 rpm). Kolona je prebacena u epruvetu
Eppendorf od 1.5 mL. Da bi se DNA isprala s kolone, dodano je 200 uL pufera AE. Uzorak je
inkubiran 1 min pri sobnoj temperaturi te nakon toga centrifugiran 1 min pri 6000 x g (8000

rpm). Dobiveni izolat pohranjen je pri -20 °C.
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Slika 11. Shematski prikaz postupka izolacije DNA pomocu kompleta reagensa QlAamp
(preuzeto i prilagodeno prema https://www.giagen.com/us/resources/
resourcedetail?id=62a200d6-faf4-469b-b50f-2b59cf738962&lang=en).

3.5.2. Lancéana reakcija polimerazom

Koristenjem komercijalnog kompleta reagensa FastStart™ High Fidelity PCR System i
pocetnica Invitrogen HBV OUT F i HBV OUT R (Tablica 3.), pripremljene su reakcijske smjese

(Tablica 4.) za umnaZzanje interdomene A-B gena za reverznu transkriptazu iz izolirane DNA.

Pomijesano je 22.5 pL reakcijske smjese i 2 pL izolirane DNA. Uzorci su stavljeni u
termokruznik pri odredenim uvjetima reakcije (Tablica 5.). Nakon zavrSetka reakcije,

amplikoni su Koristeni za ugnijezdenu lanc¢anu reakciju polimerazom.
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Tablica 3. Pocetnice za lan¢anu reakciju polimerazom.

HBV OUT FORWARD (F)
nizvodna

HBV OUT REVERSE (R)
uzvodna

Tablica 4. Reakcijska smjesa za lan¢anu reakciju polimerazom.

¢ = 26.9 nmol

¢ =20.5 nmol

SASTAV REAKCIJSKE SMJESE VOLUMEN (uL)
H20 18.85
10 x reakcijski pufer
s 18 mM MgCl; 2.5
smjesa ANTP-ova (10 mM) 0.5
pocetnica HBV OUT F (20x) 0.2
pocetnica HBV OUT R (20x) 0.2
smjesa enzima 0.25
FastStart™ High Fidelity (5U/uL)
DNA 2
UKUPAN VOLUMEN 24.5

Tablica 5. Uvjeti lan¢ane reakcije polimerazom.

STTCCTGCTG GTG GCTCCAGTTC 3

5'TGC TAG GAG TTC CGC AGT ATG 3

amplifikacija, 45 ciklusa
KORACI
inicijalna | denaturacija vezanje elongacija | zavr§na | hladenje
denaturacija pocetnica elongacija
UVJETI
temperatura 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C 72 °C 4°C
vrijeme 2 min 30s 30s 1 min 7 min o0
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3.5.3. Ugnijezdena lancana reakcija polimerazom

Kako bi se povecala specificnost, dobiveni amplikoni prve PCR reakcije koristeni su kao
kalupi za drugu PCR reakciju. | za ovu reakciju pripremljene su reakcijske smjese (Tablica 7.)
koristenjem komercijalnog kompleta reagensa FastStart™ High Fidelity PCR System te
pocetnica Invitrogen HBV IN F i HBV IN R (Tablica 6.).

Pomijesano je 24.5 pL reakcijske smjese i 0.5 pL umnozene DNA. Uzorci su stavljeni U
termokruznik pri istim uvjetima reakcije kao i za reakciju PCR (Tablica 5.). Nakon zavrsetka

reakcije, amplikoni su pohranjeni pri -20 °C do daljnje obrade.
Tablica 6. Pocetnice za ugnijezdenu reakciju polimerazom.

HBV IN FORWARD (F) | ¢ =26.1 nmol 55CTCGTGGTGGACTTCTCTC?3
nizvodna

HBV IN REVERSE (R) | ¢ =22.4nmol | 5' GCA AAG CCC AAA AGACCCAC3
uzvodna

Tablica 7. Reakcijska smjesa za ugnijezdenu lan¢anu reakciju polimerazom.

SASTAV REAKCIJSKE SMJESE VOLUMEN (nL)

H20 20.85
10 x reakcijski pufer
s 18 mM MqgCl; 2.5
smjesa ANTP-ova (10 mM) 0.5
pocetnica HBV IN F (20x) 0.2
pocetnica HBV IN R (20x) 0.2
smjesa enzima 0.25

FastStart™ High Fidelity (5U/uL)
produkt PCR 0.5

UKUPAN VOLUMEN 25
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3.5.4. Reakcija sekvenciranja

Sekvenciranjem ¢e se odrediti slijed nukleotida interdomene A-B gena za reverznu
transkriptazu DNA virusa HBV. Sangerova dideoksi metoda sekvenciranja temelji se na
ugradnji fluorescentno oznacenih dideoski nukleotida tijekom PCR sinteze komplementarnog
lanca DNA.

Za odredivanje sekvencija dobivenih amplikona interdomene A-B gena za RT, koristen je
komercijalni komplet reagensa BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit i pocetnice
Invitrogen HBV IN F i HBV IN R (Tablica 6.). Amplikoni dobiveni ugnijezdenom lan¢anom
reakcijom polimerazom razrijedeni su 50 puta. U setove od 8 reakcijskih epruveta s poklopcima
MicroAmp®, za svaki uzorak pripremljene su po dvije reakcijske smjese s nizvodnom (F),
odnosno uzvodnom (R) pocetnicom (Tablica 8.) u dvije reakcijske epruvete. Umnazanje za
reakciju sekvenciranja provedeno je u termokruzniku pri odredenim uvjetima reakcije (Tablica
9.).

Tablica 8. Reakcijska smjesa za reakciju sekvenciranja.

SASTAV REAKCIJSKE SMJESE VOLUMEN (uL)

H20 5.9

5 x reakcijski pufer 2
pocetnica HBV IN F (20x) 0.6
pocetnica HBV IN R (20x) 0.6
BigDye™ Terminator v3.1 0.5

Ready Reaction Mix

razrijedeni produkt PCR 1
UKUPAN VOLUMEN 10
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Tablica 9. Uvijeti reakcije umnazanja za reakciju sekvenciranja.

amplifikacija, 25 ciklusa
KORACI
denaturacija  vezanje elongacija | hladenje
pocetnica
UVJETI
temperatura 96 °C 50 °C 60 °C 4°C
vrijeme 10s 5s 4 min o0

Nakon umnazanja za reakciju sekvenciranja, umnoZene fragmente DNA potrebno je
procistiti od neugradenih dANTP/ANTP i pocetnica. Pro¢is¢avanje produkata provedeno je
pomocu 3 M natrijeva acetata i 96%-tnog etanola. Pripremljena je otopina od 2 pL NaAc i 50
uL EtOH. U svaku epruvetu s produktima dodano je 52 pL te otopine, poklopljeno i dobro
promijesano okretanjem. Uzorci su centrifugirani 20 min pri 2000 x g. Odmah nakon zavrSetka
centrifugiranja uklonjeni su poklopci, na epruvete su stavljeni papirnati ru¢nici, te su one
okrenute centrifugirane 1 min pri 150 x g. U epruvete je zatim dodano 150 pL hladnog
70%-tnog etanola, stavljeni su poklopci i dobro je promijeSano okretanjem. Uzorci su
centrifugirani 5 min pri 2000 x g. Nakon zavrSetka centrifugiranja uklonjeni su poklopci, na
epruvete su stavljeni papirnati ru¢nici, te su one okrenute centrifugirane 1 min pri 150 x g. Kako
bi se uzorci denaturirali, koriSten je visoko deionizirani formamid. U svaki uzorak dodano je
20 pL formamida, uzorci su poklopljeni i dobro promijeSani, te stavljeni u termokruznik pri
odredenim uvjetima reakcije (Tablica 10.). Epruvete s denaturiranim sekvencijskim produktima
premjestene su na mikrotitarsku plocicu s 96 jaZica, poklopljene gumenim ¢epovima i stavljene
u uredaj za sekvenciranje ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer. Za kapilarnu elektroforezu

koristen je polimer POP-7™ i kapilara od 50 cm.

Tablica 10. Uvjeti reakcije denaturacije.

KORACI
denaturacija | hladenje
UVJETI
temperatura 90 °C 4°C
vrijeme 2 min o0
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3.5.5. Obrada podataka

Dobivene sekvencije pregledane su u programu DNA Sequencing Analysis v5.1 i pohranjene

u obliku datoteke abi. Sekvencije su uredene u programu Vector NTI Software. Genotipovi i

podgenotipovi virusa hepatitisa B kao i mutacije u sekvencijama povezane s rezistencijom na

pojedine antivirusne lijekove Kkoji inhibiraju reverznu transkriptazu te izbjegavanjem

imunosnog odgovora, identificirani su pomocu bioinformatickog algoritma Geno2Pheno. U

Tablici 11. nalazi se popis svih poznatih supstitucija u interdomeni A-B gena za RT virusa HBV

te njihovih uc¢inaka na djelotvornost antivirusnih lijekova.

Tablica 11. Popis svih poznatih supstitucija u interdomeni A-B gena za reverznu transkriptazu

virusa HBV i njihovih u¢inaka na djelotvornost antivirusnih lijekova (preuzeto i prilagodeno iz

bioinformatickog algoritma Geno2Pheno).

lijek supstitucija ucinak

lamivudin
Epivir®, Zeffix®

adefovir d
Hepsera®

entekavir
Baraclude®

tenofovir df
Viread®

telbivudin
Tyzeka®, Sebivo®

180C ili 180M ograni¢ena osjetljivost
181T ili 181V rezistencija
2041 ili 204S ili 204V
80V ili 801 kompenzacijska mutacija
173L
181T ili 181V rezistencija
236T
204V ili 2041 djelomicna rezistencija
(169T ili 184A ili 184G ili 1841 ili 184S
ili 202G ili 2021 ili 250V) i (204V) rezistencija

(169T ili 184A ili 184G ili 1841 ili 184S
ili 202G ili 2021 ili 250V) i (2041)

180C ili 180M
169T ili 184A ili 184G ili 1841 ili 184S  kompenzacijska mutacija
202G ili 2021
250V
236T ogranicena osjetljivost
181T ili 181V rezistencija
2041 ili 204V
801 ili 80V kompenzacijska mutacija

27



4. REZULTATI
4.1. Analiza sekvencija

Sakupljena je krv i izolirana DNA iz seruma 30 ispitanika s kroni¢nim hepatitisom B,
odnosno od 13 ispitanika Zenskog spola medijana starosti 38 godina 1 medijana viremije 16785
kopija DNA virusa HBV po mL seruma te 17 ispitanika muskog spola medijana starosti 43
godine i medijana viremije 110987.5 kopija DNA virusa HBV po mL seruma. Koncentracija i
Cistoca virusne DNA nisu provjeravane. DNA je umnozena reakcijom PCR te su amplikoni
veli¢ine 600 pb svih uzoraka direktno podvrgnuti reakciji sekvenciranja. Nakon obrade
podataka u programu Vector NTI Software (Slika 12.) i u algoritmu Geno2Pheno, detektirani
su genotipovi i podgenotipovi virusa HBV kao i mutacije u sekvencijama interdomene A-B
gena za RT povezane s rezistencijom na inhibitore reverzne transkriptaze te su predvidene

vezane mutacije u genu S povezane s izbjegavanjem imunosnog odgovora (Slika 13.).
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Slika 12. Pregled i uredivanje sekvencija u programu Vector NTI Software. Prikaz slozenih

sekvencija dobivenih nizvodnim odnosno uzvodnim pocetnicama.

28



A)

Page: Input Results| Resistance Escape References Contact

Sequence: |0

Feature: |Alignment | Prediction

B)

Identifier:

Genotype:

Dual Infection:

Subgenotype:

Included R7domain codons:
Included SHB protein codons:
Mutations R7 domain:
Mutations SHB protein:

Escape mutations SHB protein:

Drug

Lamivudine, Zeffix®
Adefovir, Hepsera®
Entecavir, Baraclude®
Tenofovir DF

®

Telbivudine, Tyzeka®, Sebivo®

Mutation

PDF Summary PDF CSV |HIV-Grade

(No identifier given) - HBVR13MZ

D

No indication of dual infection was found (100% confidence)

D3 (similarity to subgenotype profile = 97.8%)

58 - 277 (similarity to reference = 95.45%)

49 - 227 (similarity to reference = 96.65%)

L91I, S117PS, F1221, Q130P, Y1358, V207IMV, C256CS, D263E, 1266V, Q267R
F80FS, T127P, S193LS, M198IM, W199LW, 1208IT

Scored mutations Resistance analysis
none susceptible
none susceptible
none susceptible
none susceptible
none susceptible

Mode of Action Impact

Page: |Input Results Resistance Escape References Contact

Sequence: |0

Feature: Alignment | Prediction

Identifier:

Genotype:

Dual Infection:

Subgenotype:

Included R7domain codons:
Included SHB protein codons:
Mutations R7 domain:

Mutations SHB protein:
Escape mutations SHB protein:

Drug

Lamivudine, Zeffix®
Adefovir, Hepsera®
Entecavir, Baraclude®
Tenofovir DF

Telbivudine, Tyzeka®, Sebivo®

Mutation
122K
131N

PDF Summary PDF CSV

(No identifier given) - HBVR10SH

A

No indication of dual infection was found (100% confidence)
A2 (similarity to subgenotype profile = 98.87%)

63 - 264 (similarity to reference = 90.59%)

55 - 227 (similarity to reference = 91.91%)

HIV-Grade

L91I, F122N, H124N, H126Y, Y1358, N139Q, L145M, Q149K, F151Y, R153W, 1163V, L180M, M204V, L217R, F221Y, V2531, C256S,

Y257W, §259T
T68I, $114T, R122K, T127P, T131N, Y134F, S143T, G159A, F161Y, A168V, V194A, 1195M, L209V, L2131

122K, 131N
Scored mutations Resistance analysis
180M,204V resistant
none susceptible
204V,180M partly resistant
none susceptible
204V resistant
Mode of Action Impact
Detection Secondary Mutation
Detection Secondary Mutation

Slika 13. Primjer rezistencijskih profila dvaju ispitanika zarazenih virusom HBV genotipova

A i D, dobivenih pomocu algoritma Geno2Pheno. A) Bez prisutnih supstitucija povezanih s

rezistencijom na inhibitore reverzne transkriptaze i izbjegavanjem imunosnog odgovora; B) S

detektiranim supstitucijama povezanim s rezistencijom na pojedine inhibitore reverzne

transkriptaze i izbjegavanjem imunosnog odgovora.
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Sekvencije regije interdomene A-B gena za reverznu transkriptazu pohranjene su u GenBank
pod pristupnim brojevima: MK410095, MK410096, MK410097, MK410098, MK410099,
MK410100, MK410101, MK410102, MK410103, MK410104, MK410105, MK410106,
MK410107, MK410108, MK410109, MK410110, MK410111, MK410112, MK410113,
MK410114, MK410115, MK410116, MK415823, MK415824, MK416163, MK416164,
MK416165, MK416166, MK416167, MK468728.

4.2. Genotipizacija virusa HBV

U sklopu provedenog istrazivanja identificirana su dva genotipa virusa HBV u hrvatskoj
populaciji, genotipovi A i D (Slika 14.). Genotip A detektiran je u 6 ispitanika (20%) te je kod
svih detektiran podgenotip A2. Genotip D detektiran je kod 24 ispitanika (80%), od cega je 5
ispitanika (21%) imalo podgenotip D1, 9 ispitanika (37%) podgenotip D2 i 10 ispitanika (42%)
podgenotip D3 (Slika 15.). Kada se usporeduje distribucija genotipova po spolu, od 13
ispitanika zenskog spola, 1 ispitanica (8%) imala je genotip A, a kod 12 (92%) ih je detektiran
genotip D. Distribucija podgenotipova genotipa D bila je: 2 ispitanice (17%) imale su
podgenotip D1, 4 (33%) podgenotip D2, a njih 6 (50%) podgenotip D3. Od 17 ispitanika
muskog spola, 5 ispitanika (29%) imalo je genotip A, a 12 (71%) genotip D. Medu muskim
ispitanicima s detektiranim genotipom D, 3 (25%) su imala podgenotip D1, 5 (42%) ih je imalo
podgenotip D2, a 4 (33%) podgenotip D3.

Slika 14. Zastupljenost genotipova i podgenotipova u istrazivanoj populaciji.
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4.3. Mutacije koje dovode do rezistencije na antivirusne lijekove

Sekvenciranjem interdomene A-B gena za RT virusa HBV, dobivene su sekvencije koje su
usporedene S odgovarajuéim referentnim sekvencijama genotipa D u bioinformati¢kom
algoritmu Geno2Pheno. Algoritam relevantnim smatra sve mutacije za koje se u prethodnim
istrazivanjima pokazalo da uzrokuju rezistenciju ili djelomi¢nu rezistenciju na trenutno
dostupne inhibitore reverzne transkriptaze (entekavir, lamivudin, adefovir, telbivudin,
tenofovir). Kod dva ispitanika genotipa A detektirane su dvije supstitucijske mutacije koje
uzrokuju rezistenciju na antivirusne lijekove. Supstitucija u genu za RT gdje je metionin na
poziciji 204 zamijenjen valinom (rtM204V) uzrokovao je rezistenciju na telbivudin. Mutacija
rtM204V zajedno sa supstitucijom u genu za RT gdje je leucin na poziciji 180 zamijenjen
metioninom (rtL180M) doveo je do kompenzacijske mutacije i brze pojave rezistencije na
lamivudin te djelomic¢ne rezistencije na entekavir (Slika 15.). Detektirano je jos 106
supstitucijskih mutacija u interdomeni A-B gena za RT, ali se nalaze na pozicijama koje nisu
odgovorne za rezistenciju na antivirusne lijekove. Njihova prisutnost bila je ucestalija kod

ispitanika genotipa A, nego kod ispitanika genotipa D.
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Slika 15. Lokalno poravnanje sekvencije s detektiranim mutacijama rtL180M i rtM204V i

referentne sekvencije u bioinformati¢kom algoritmu Geno2Pheno.
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4.4. Mutacije koje dovode do izbjegavanja imunosnog odgovara

Nakon detekcije rezistencijskih mutacija u interdomeni A-B gena za RT, bioinformaticki
algoritam Geno2Pheno napravio je predikciju vezanih mutacija u genu S koji kodira za HBsAg.
Od 30 ispitanika, kod njih 14 (47%), 6 ispitanika (43%) genotipa A i 7 ispitanika (57%)
genotipa D, detektirano je sedam supstitucijskin mutacija koje dovode do izbjegavanja
imunosnog odgovora (Tablica 12.). Kod ispitanika podgenotipa D1 nisu detektirane mutacije
povezane s izbjegavanjem imunosnog odgovora. Dvije mutacije koje se javljaju zajedno kod
svih ispitanika podgenotipa A2 su supstitucija u genu S gdje je arginin na poziciji 122
zamijenjen lizinom (sR122K) i supstitucija u genu S gdje je treonin na poziciji 131 zamijenjen
asparaginom (sT131N) te su odgovorne za onemogucéavanje detekcije HBsAg standardiziranim
testovima. Mutacije kod ispitanika podgenotipa D2 koje se nisu nuzno javljale ovisno jedna o
drugoj su: supstitucija u genu S gdje je glutamin na poziciji 101 zamijenjen s histidinom
(sQ101H); sR122K odgovorna za onemogucavanje detekcije HBSAgQ standardiziranim
testovima; supstitucija u genu S gdje je metionin na poziciji 133 zamijenjen izoleucinom
(sM1331) odgovorna za onemogucéavanje detekcije HBsAg standardiziranim testovima i
neuc¢inkovitost imunoglobulinske terapije; supstitucija u genu S gdje je metionin na poziciji 133
zamijenjen leucinom (sM133L) odgovorna za onemogucavanje detekcije HBsAg
standardiziranim testovima, nedjelotvornost ranije primljenih cjepiva i neucinkovitost
imunoglobulinske terapije kao i supstitucija u genu S gdje je asparaginska kiselina na poziciji
144 zamijenjena glutaminskom kiselinom (sD144E). Dvije mutacije koje se javljaju kod
ispitanika podgenotipa D3 su sQ101H i supstitucija u genu S gdje je prolin na poziciji 120
zamijenjen sa serinom (sP120S) odgovorna za onemogucavanje detekcije HBsAg

standardiziranim testovima te nedjelotvornost ranije primljenih cjepiva.

Tablica 12. Detektirane supstitucijske mutacije povezane s izbjegavanjem imunosnog

odgovora po podgenotipovima istrazivane populacije.

podgenotip A2 D1 D2 DX
mutacije
sQ101H 0 0 1 1
sP120S 0 0 0 1
sR122K 6 0 2 0
ST131N 6 0 0 0
sM133lI 0 0 1 0
sM133L 0 0 1 0
sD144E 0 0 1 0
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5. RASPRAVA

U svijetu je priblizno 257 milijuna osoba kroni¢no zarazeno virusom hepatitisa B (WHO),
dok je u Hrvatskoj zarazeno oko 25000 osoba (HZJZ). Kroni¢ni hepatitisa B moze se lije€iti
oralnim antivirusnim lijekovima kao Sto su inhibitori reverzne transkriptaze te interferon a.
Potrebno ga je dijagnosticirati na vrijeme i zapoceti s odgovaraju¢om terapijom jer u slucaju
nelijeCenja moze Se razviti ciroza jetre ili hepatocelularni karcinom. lako je virus HBV DNA
virus, uocena je visoka stopa mutacija. Razlog tome je da enzim reverzna transkriptaza, vazna
u replikacijskom ciklusu ovog virusa, nema egzonukleaznu aktivnost (Caligiuri i sur. 2016).
Mutacije u interdomeni A-B gena za reverznu transkriptazu mogu dovesti do rezistencije na
antivirusne lijekove, ali i do mutacija u genu za povrsinski antigen virusa hepatitisa B, §to moze
uzrokovati izbjegavanje imunosnog odgovora. Do danas su poznate 22 mutacije u interdomeni
A-B gena za reverznu transkriptazu i 66 mutacija u determinanti ,,a” gena S za povrsinski
antigen virusa HBV (Geno2Pheno). Prevalencija postoje¢ih mutacija reverzne transkriptaze u
bolesnika koji nisu lijeCeni ovisi o geografskim ¢imbenicima, virusnom HBV genotipu,
prisutnosti specifi¢nih antitijela na HBeAg, viremiji, progresiji bolesti, prisutnosti intragenske
rekombinacije, koinfekciji virusom HIV i metodama kori$tenim za detekciju mutacija (Choi i
sur. 2018).

U Hrvatskoj do sada nije radena sustavna nacionalna studija na virusu HBV koja bi
ukljucivala njegovu genotipizaciju te utvrdivanje ucestalosti mutacija odgovornih za

rezistenciju na antivirusne lijekove i izbjegavanje imunosnog odgovora.

U istrazivanju je Sangerovom metodom uspje$no sekvencirano 30 uzoraka virusa HBV.
Analizom sekvencija u bioinformatickom algoritmu Geno2Pheno odredeni su genotipovi i
podgenotipovi te mutacije povezane s rezistencijom na inhibitore reverzne transkriptaze i

izbjegavanjem imunosnog odgovora.

Prema studiji Deterding i sur. (2008), dva genotipa virusa HBV uobicajena za jugoisto¢nu
Europu i Hrvatsku su A i D. Genotip A rjede je zastupljen, u postotku od 8%, dok je genotip D
ucestao s postotkom od 80%. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su zastupljenost genotipa A
u postotku od 20% i genotipa D u postotku od 80%. Genotip A karakteristi¢an je za sjevernu
Europu, medutim prema studijama Deterding i sur. (2008), McMahon (2009) i ovom
istrazivanju potvrden je njegov geografski pomak od sjevera prema jugoistoku Europe, i to s

pretezitom ucestalo$¢u podgenotipa A2. Kao u Hrvatskoj, samo genotipovi A i D zastupljeni
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su u Norveskoj, Danskoj (A > D), Estoniji, Latviji, Litvi, Rusiji, Rumunjskoj, Italiji 1 Srbiji
(D > A). Samo genotip D zastupljen je u Albaniji i Grckoj (D = 100%). Genotipovi A i D s
genotipovima B i C zastupljeni su u Svedskoj (D > A > B = C), Ceskoj (A>D >B>C) i
Madarskoj (A > D > C > B). Uz genotipove A i D, u Poljskoj zastupljeni su genotipovi F i H
(A >D > F > H), u Spanjolskoj genotip F (D > A > F), u Ujedinjenom Kraljevstvu genotipovi
B,CiG(A>D>G>B> (), uNjemackoj genotipoviB,C,EiF(A>D>C>B>E=F),u
Belgiji genotip G (A > D > G) te u Francuskoj genotipoviB,C,EiG(D>A>B>G>C=E)
(Schaefer 2007; Deterding i sur. 2008). Moze se uociti da su genotipovi A i D dva dominantna
genotipa virusa HBV zastupljena u Europi. Genotip A jo$ je lokaliziran na podrucju
supsaharske i zapadne Afrike, Azije te Australije, a genotip D na podrucju sjeverne Afrike i
Indije (Shi i sur. 2013; Ozaras i sur. 2015). Na Aljasci je rasprostranjen genotip A (A2), ali je
detektiran i genotip D kod imigranata starije dobi ¢iji genotip virusa HBV predstavlja genotip
njihove zemlje podrijetla. Podgenotip A2 osim u sjevernoj Europi i na Aljasci, uoéen je jos i u
48 saveznih drzava SAD-a (Chu i sur. 2003). Podgenotip D1 uobicajen je za Bugarsku, Tursku,
Srednji Istok, Sjevernu Afriku, Indoneziju i Brazil, D2 za Srbiju, Albaniju Tursku, Libanon,
Brazil i zapadnu Afriku te D3 za Srbiju, zapadnu Indiju i Indoneziju (Ozaras i sur. 2015).
Zastupljenost podgenotipova ovog istrazivanja, D1 u postotku od 21%, D2 u postotku od 37%
i D3 u postotku od 42% odgovara rezultatima distribucije podgenotipova genotipa D
(D1 -7.5%, D2 — 30.4%, D3 — 45.1%) u Srbiji prema studiji Lazarevi¢ i sur. (2007). lako je u
ovom istrazivanju nasumicno odabrana mala skupina ispitanika za genotipizaciju virusa HBV,

prevalencija genotipova A i D kao i podgenotipova A2, D1, D2 i D3 je reprezentativna.

Tockaste mutacije koje se dogadaju u interdomeni A-B gena za reverznu transkriptazu
dovode do supstitucije aminokiselina i na taj nafin mijenjanja konformacije reverzne
transkriptaze. Promjenom konformacije, reverzna transkriptaza ne moze ugraditi nukleozidne
ili nukleotidne analoge, na kojima se bazira antivirusna terapija, u DNA virusa HBV i sprijeciti
njegovu daljnju virusnu replikaciju (Strasfeld i Chou 2010; Zheng i sur. 2012; Xu i sur. 2015).
Mehanizmi koji dovode do rezistencije na antivirusne lijekove jo$ nisu otkriveni, tako da su
potrebna daljnja istrazivanja (Delaney i sur. 2003; Lee i sur. 2014). Fung i sur. (2008) u svojoj
studiji pronasli su visoku stopu mutacija u reverznoj transkriptazi, rtM2041/V u postotku od
12% i rtL180M u postotku od 10% koje su dovele do rezistencije na antivirusne lijekove kod
osoba zarazenih virusom HBV genotipa D. Prema studiji Lee i sur. (2014), u Koreji su
detektirane mutacije neovisno o genotipovima virusa HBV: rtM2041/V (50.2%), rtL180M
(39.2%) i rtA181T/V (19.6%) te kompenzacijska mutacija rtL180M + rtM2041/V (49.3%) kod
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ispitanika koji nisu lije¢eni od kroni¢nog hepatitisa B. Mutacije rtL180M 1 rtM204V bile su
povezane s rezistencijom na lamivudin i osjetljivo$¢u na telbivudin. U Brazilu, prema studiji
Pacheco i sur. (2017) kod 6% ispitanika koji ranije nisu lijeceni od kroni¢nog hepatitisa B
detektirane su mutacije rtA181S, rtA194T, rtS2021, rtM2041, rtM204V te rtL180M + rtM204V.
U 4 od 137 ispitanika genotipa A uocena je mutacija 1tM204V koja uzrokuje rezistenciju na
telbivudin, a zajedno s rtLL180M dovodi do kompenzacijske mutacije koja povecava sposobnost
replikacije virusa tako §to uzrokuje rezistenciju na lamivudin i entekavir. Mutacije rtM204V i
rtL180M bile su povezane i s mutacijama sI195M, sW196L i sG145R za izbjegavanje
imunosnog odgovora, odnosno nedjelotvornos¢u ranije primljenih cjepiva. Rezultati ovog
istrazivanja priblizni su rezultatima istrazivanja Pacheco 1 sur. (2017). U ovom istrazivanju
mutacije rtM204V te rtL180M + rtM204V javile su se samo kod 2 od 6 ispitanika genotipa A
(A2) te je rtM204V dovela do rezistencije na telbivudin, a rtL180M + rtM204V do rezistencije
na lamivudin i djelomic¢ne rezistencije na entekavir. Popratne mutacije za izbjegavanje
imunosnog odgovora koje su se javile zajedno su SR122K i sT131N te uzrokuju
onemogucavanje detekcije povrSinskog antigena virusa HBV standardiziranim testovima.
Ovim istrazivanjem potvrdeni su zakljuéci i studije Amarapurkar (2007) da mutacija rtM204V
uzrokuje rezistenciju na telbivudin te dovodi do kompenzacijske mutacije zajedno s mutacijom
rtL180M i uzrokuje rezistenciju na lamivudin i djelomic¢nu rezistenciju na entekavir. Takoder,
Li i sur. (2005) te Wang i sur. (2016) uoéili su kod rezistencije na lamivudin i povecan rizik od
rezistencije na entekavir uzrokovan sinergistiCkim utjecajem rtM204V + rtL180M. U studiji
Delaney 1 sur. (2003) mutacija rtV173L javila se kao treCa kompenzacijska mutacija s
rtL180M + rtM204V, §to u ovom istrazivanju nije uoceno, ali je moguce da se pojavi nakon
izvjesnog vremena. Cesto osobe koje imaju virus HBV podgenotipa A2 sadrze mutaciju
rtL217R koja dovodi do rezistencije na adefovir dipivoksil prema studiji Bottecchia i sur.
(2008), $to u ovom istrazivanju nije uoceno, ali ne znaci da se mozda nece pojaviti S vremenom.
Ispitanici ovog istrazivanja imaju terapijsku opciju koristenja adefovir dipivoksila ili tenofovir
disoproksil fumarata. Postoje istrazivanja koja su dokazala da je moguce revertiranje mutacije
odgovorne samo za rezistenciju na lamivudin nakon prestanka uzimanja terapije na odredeno
vremensko razdoblje. U najnovijoj studiji Zhang i sur. (2018) skupini ispitanika se nakon 36
mjeseci uzimanja terapije lamivudin razvila rezistencija na lijek. Nakon prestanka uzimanja
lamivudina na izvjesno vrijeme, mutacija odgovorna za rezistenciju na lamivudin revertirala se
u divlji tip, zasad nepoznatim mehanizmom, $to se ¢ini kao pozitivan buduci ishod lijecenja i

za ispitanike ovog istrazivanja.
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Supstitucije aminokiselina u genu S mijenjaju konformaciju determinante ,,a ”, glavne regije
za indukciju zastitnog humoralnog imunosnog odgovora, povrsinskog antigena virusa HBV,
tako da neutraliziraju¢a antitijela na povrSinski antigen virusa HBV vise nisu u stanju
prepoznati epitop virusa HBV i vezati se za njega, te sprijeciti potencijalnu infekciju (Huang i
sur. 2012; Romano i sur. 2014; Leong i sur. 2016). Kao i kod rezistencije na antivirusne
lijekove, mehanizmi kojima se dogadaju mutacije u genu S jo$ uvijek nisu otkriveni (Leong i
sur. 2016). Colagrossi i sur. (2018) u svojoj velikoj studiji uocili su da se mutacije za
izbjegavanje imunosnog odgovora razvijaju kod velikog broja pacijenata u Europi. To
predstavlja potencijalnu prijetnju od infekcije kod cijepljenih osoba ili osoba koje su
podvrgnute imunoglobulinskoj terapiji jer antitijela stecena cijepljenjem ili unesena terapijom
ne prepoznaju mutirane oblike povrsinskog antigena virusa hepatitisa B. Osim nedjelotvornosti
ranije primljenih cjepiva i neuéinkovitosti imunoglobulinske terapije, navedene mutacije mogu
biti povezane i s nastankom rezistencije na antivirusne lijekove. U studiji su utvrdili u¢estalost
29 mutacija koje su povezane s izbjegavanjem imunosnog odgovora u korelaciji s mutacijama
rtM204V 1 rtL180M. Neke mutacije koje su uocene kao sQ101K, sP120S, sT131l, sD144E,
detektirane su i u ovom istrazivanju takoder u korelaciji s rtM204V i rtL180M. Zastupljenost
mutacija za izbjegavanje imunosnog odgovora bila je znacajno veéa kod ispitanika zarazenih
virusom HBV genotipa D nego genotipa A, sto je potvrdeno i u ovom istrazivanju (Tablica 12.).
Osim mutacija koje su detektirali Colagrossi i sur. (2018), u ovom istrazivanju jo§ su uo¢ene
mutacije sR122K, sM133l, sM133L. Prema studijama Ireland i sur. (2000) te Hossain i Ueda
(2017) navedene mutacije istovremeno su za posljedicu trebale imati i pojavu supstitucije
sY 1008, sto u ovom istrazivanju nije uo¢eno. Mutacije koje dovode do izbjegavanja imunosnog
odgovora prijavljene su Sirom svijeta, na nukleotidnim pozicijama 120, 123, 124, 126, 127, 129,
130, 131, 133, 134, 141, 142 144 i 146 unutar determinante ,,a” gena S (Perrazzo i sur. 2015).
U jednoj studiji u juznoj Kini detektirane su mutacije sQ101H (2.3%), sT131N (11.4%) te
SM133L (11.4%) sli¢ne prevalencije kao u ovom istrazivanju (Liu i sur. 2018). Mutacije koje
dovode do onemogucavanja detekcije povrSinskog antigena virusa HBV seroloskim testovima,

virus HBV onda je moguce detektirati molekularnim metodama.

Vazno je poznavati genotipove i podgenotipove koji su zastupljeni u Republici Hrvatskoj
zbog individualiziranog pristupa lijecenja bolesnika s kroni¢nim hepatitisom B. Nadalje, bitno
je prije samog lijecenja ispitati postojanje mogucih mutacija koje bi dovele do rezistencije na
antivirusnu terapiju te na taj nacin sprijeciti terapijski neuspjeh i progresiju same bolesti. Nuzno

je detektirati mutacije koje uzrokuju izbjegavanje imunosnog odgovora kako bi se na vrijeme
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pocelo s preventivnom 1 odgovarajuom terapijom. Od iznimne je vaznosti uoCiti jasne
karakteristike supstitucija koje dovode do izbjegavanja imunosnog odgovora zbog poboljsanja
dijagnostickih testova, dizajniranja novih cjepiva te spre¢avanja neuspjeha imunoglobulinske

terapije.
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6. ZAKLJUCAK

1. Kod 30 analiziranih ispitanika s kroni¢nim hepatitisom B detektirana su dva genotipa
virusa HBV. Genotip A detektiran je kod 20% ispitanika, a genotip D kod 80%
ispitanika. Svi izolati genotipa A pripadali su podgenotipu A2, dok su izolati genotipa
D pripadali podgenotipovima D1 (21%), D2 (37%) i D3 (42%).

2. Mutacije koje uzrokuju rezistenciju na antivirusne lijekove iz skupine inhibitora
reverzne transkriptaze detektirane su isklju¢ivo kod ispitanika zarazenih virusom HBV
genotipa A. Detektirane su ukupno dvije supstitucijske mutacije, rtM204V odgovorna
zarezistenciju na telbivudin i kompenzacijska mutacija rtL180M + rtM204V odgovorna

za rezistenciju na lamivudin i djelomi¢nu rezistenciju na entekavir.

3. Mutacije koje dovode do izbjegavanja imunosnog odgovara detektirane su kod 43%
ispitanika genotipa A i 57% ispitanika genotipa D. Kod genotipa A radi se o dvije
supstitucijske mutacije sSR122K i sT131N, a povezuju se s onemogucavanjem detekcije
HBsAg standardiziranim testovima. Kod genotipa D takoder se radi o Sest
supstitucijskih mutacija sQ101H, sP120S, sR122K, sM133I, sM133L i sD144E koje su
povezane s onemogucavanjem detekcije HBsAg standardiziranim testovima,
nedjelotvorno$¢u ranije primljenih cjepiva i neucinkovitos¢u imunoglobulinske

terapije.
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