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1. UvOD

Hepatitis se definira kao upalna bolest tkiva jetre bilo koje vrste. Manifestira se kao akutni
hepatitis i kao kroni¢ni hepatitis. Hepatitis koji traje dulje od Sest mjeseci smatra se kroni¢nim.
S obzirom na klinicke i histoloske manifestacije, hepatitis varira od blazeg do ozbiljnijeg oblika
kod kojeg moze do¢i do razvoja fibroze i ciroze jetre te hepatocelularnog karcinoma (Razavi,
2020).

Uzroci hepatitisa razliciti su, a mogu se podijeliti na neinfektivne i infektivne. Hepatitis
uzrokovan neinfektivnim uzro¢nicima dijeli se na metabolic¢ki (genetski), autoimuni, alkoholni
i toksi¢ni hepatitis (uzrokovan odredenim hepatotoksi¢nim kemikalijama, lijekovima, drogama
i dodacima prehrani). Infektivni su uzroc¢nici virusni — virusi hepatitisa, citomegalovirus i
Epstein-Barr virus, ali i neki drugi virusi kod imunokompromitiranih osoba, kao $to su herpes

simplex virusi i adenovirusi (Clemente i Schwarz, 2011).

1.1. Otkri¢e virusa hepatitisa

Prvi opisi hepatitisa datiraju jo§ od vremena Sumerana (3. tis. pr. Kr.) koji su uzro¢nikom
hepatitisa smatrali demona Ahhazua koji je napadao jetru (jetra se tada smatrala domom duse).
Slijede razni opisi Hipokrata, Grka, Rimljana i srednjovjekovnih uéenjaka. Od 18. stoljeca
javljaju se mnoge epidemije hepatitisa tijekom ratnih pohoda (Napoleonove invazije, Americki
gradanski rat, Drugi svjetski rat). Prvo znacajnije otkrice donio je A. Lirman 1885. godine. On
je proucavao epidemiju na bremenskom brodogradilistu i utvrdio da sve zarazene povezuje
jedna stvar — cjepivo protiv velikih boginja koje su primili. Zakljucio je da je izvor infekcije
ljudska limfa kojom je cjepivo bilo kontaminirano. Kasnije su uoceni sli¢ni scenariji —
epidemija hepatitisa nakon primjene injekcija arsena za terapiju sifilisa, injekcija bizmuta i soli
zlata te cjepiva protiv Zute groznice. Svi su ti scenariji predstavljali dokaze za teoriju da se
hepatitis prenosi parenteralnim putem. F. O. MacCallum 1947. godine govori o postojanju dva
oblika hepatitisa — hepatitis s kratkim periodom inkubacije (kasnije hepatitis A) i hepatitis s
dugim periodom inkubacije (kasnije hepatitis B). U narednim godinama provode se brojna
istrazivanja koja potvrduju postojanje ova dva oblika, a kona¢na potvrda stize 1967. godine
nakon provodenja istraZivanja u njujorskoj Skoli za djecu s intelektualnim invaliditetom. U
narednim se godinama virus hepatitisa A (HAV) i virus hepatitisa B (HBV) dalje proucavaju

te se otkrivaju i definiraju njihovi antigeni (HBV antigen kona¢no definiran 1970. godine te
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HAYV antigen kona¢no definiran 1979. godine). U meduvremenu, 1977. godine, otkriven je i
virus hepatitisa D (HDV) tj. njegov antigen prisutan kod osoba inficiranih hepatitisom B.
Studije o velikim epidemijama hepatitisa u Indiji i Kini ukazivale su na postojanje jo$ jednog
hepatitis virusa koji je imenovan kao virus hepatitisa E (HEV), a njegov je antigen definiran
1983. godine (Trepo, 2014).

1.2. Otkri¢e virusa hepatitisa C (HCV)

H. J. Alter i suradnici s americkog Nacionalnog instituta za zdravlje (engl. National Institute
of Health, NIH) 1975. godine istrazivali su slu¢ajeve hepatitisa povezanog s transfuzijom. Za
osam od dvanaest slu¢ajeva utvrdeno je da se uzro¢nik seroloski ne podudara s ostalim do tada
poznatim virusima koji uzrokuju hepatitis (HAV, HBV, citomegalovirus i Epstein-Barr virus).
Virus je privremeno imenovan non-A non-B (NANBH). Nakon toga provode se istrazivanja
na ¢impanzama. Alter i suradnici 1979. godine proucavali su hepatocite ¢impanza zarazenih
NANBH-om. Uoc¢ili su dva tipa promjena u morfologiji stanice — pojava ¢estica koje formiraju
cjevcice kod jedne grupe ¢impanza te pojava Cestica koje formiraju agregate u jezgri kod druge
grupe Cimpanza. Slijede godine proucavanja tih infektivnih Cestica i opisivanja njihovih
fizikalno-kemijskih svojstava kao i epidemioloskih karakteristika same bolesti. Usprkos tome,
dugo vremena nije doslo do potpune identifikacije NANBH virusa (Khuroo i Sofi, 2020).
Napokon, 1989. godine, Houghton i suradnici otkrili su virusni antigen te su uspjesno klonirali
i sekvencirali virus. Nazvali su ga virosom hepatitisa C (Basyte-Bacevice i Kupcinskas, 2020).
Kasnije, 1997. godine, Rice i suradnici napravili su prvi infektivni virusni klon koji se koristio
za daljnja istrazivanja na ¢cimpanzama (Hu i sur., 2020).

Dobitnici Nobelove nagrade za fiziologiju i medicinu 2020. godine bili su Harvey James Alter
(1935., SAD), Michael Houghton (1949., Ujedinjeno Kraljevstvo) i Charles Moen Rice (1952.,
SAD). Nagrada im je dodijeljena zbog njihovih znacajnih doprinosa u otkricu i opisivanju
virusa hepatitisa C (Hu i sur., 2020).



1.3. Virusni hepatitisi

Virusi hepatitis heterogena su skupina virusa. Kod ¢ovjeka je do sada poznato 5 tipova virusa
— virus hepatitisa A (HAV), virus hepatitisa B (HBV), virus hepatitisa C (HCV), virus
hepatitisa D (HDV) i virus hepatitisa E (HEV). Njihove najvaznije karakteristike prikazane su
u Tablici 1., Tablici 2. i Tablici 3.

Tablica 1. Najvaznije karakteristike HAV i HBV (Thuener, 2017)

HAV HBV
Rod, porodica Hepatovirus, Picornaviridae | Orthohepadnavirus, Hepadnaviridae
Genom RNA ds DNA
Ovojnica ne da
Put prijenosa fekalno-oralni prijenos parenteralni prijenos, spolni

prijenos, prijenos s majke na dijete

prilikom poroda

Period inkubacije 15-50 dana 45-180 dana
Akutna infekcija da da
Kroni¢na infekcija ne da
Stopa smrtnosti niska niska ukoliko se bolest lijeci (inace

visoka zbog razvoja ciroze i/ili

hepatocelularnog karcinoma kod

kroni¢nog hepatitisa B)
Cjepivo da da
Terapija suportivna (za muéninu, peginterferon alfa-2a, inhibitori
povracanje i dehidraciju, reverzne transkriptaze (lamivudin,
analgetici) telbivudin, entekavir, adefovir

dipivoksil, tenofovir dizoproksil)

Ostalo - cjepivo protiv HBV smatra se prvim
indirektnim cjepivom protiv raka
(nelijeceni HBV dovodi do
hepatocelularnog karcinoma)




Tablica 2. Najvaznije karakteristike HCV i HDV (Nawaz i sur., 2015) (Botelho-Souza i sur.,

2017)
HCV HDV
Rod, porodica Hepacivirus, Flaviviridae Deltavirus, Incertae sedis*
Genom RNA RNA
Ovojnica da da
Put prijenosa parenteralni prijenos parenteralni prijenos
Period inkubacije 6-8 tjedana koinfekcija: 45-180 dana
superinfekcija: 2-8 tjedana
Akutna infekcija da da
Kroni¢na infekcija da da

Stopa smrtnosti niska ukoliko se bolest niska ukoliko se bolest lijeci
lijeci (inace visoka zbog (inace visoka zbog razvoja
razvoja ciroze i/ili ciroze i/ili hepatocelularnog
hepatocelularnog karcinoma kod kroni¢nog
karcinoma kod hepatitisa B i D)
kroni¢nog hepatitisa C)
Cjepivo ne ne
Terapija objasnjeno u poglavlju 4 peginterferon alfa-2a (nije u
(rezultati i rasprava) potpunosti djelotvoran)
Ostalo - potreban mu je HBV za

replikaciju i javlja se samo kod
osoba zarazenih hepatitisom B
(koinfekcija istovremeno s
hepatitisom B ili superinfekcija
kod osoba kroni¢no zarazenih

hepatitisom B)

! Nesiguran poloZaj (neodredena taksonomska porodica)




Tablica 3. Najvaznije karakteristike HEV (Kamar i sur., 2017)

HEV
Rod, porodica Orthohepevirus, Hepeviridae
Genom RNA
Ovojnica ne
Put prijenosa fekalno-oralni prijenos
Period inkubacije 2-10 tjedana
Akutna infekcija da
Kroni¢na infekcija ne
Stopa smrtnosti niska (visoka kod trudnica)
Cjepivo da (Kina)
Terapija suportivna (za mucninu, povracanje i dehidraciju, analgetici)

1.4. Struktura virusa hepatitisa C

Virus hepatitisa C mali je ikozaedralni +ssRNA? virus obavijen ovojnicom. Taksonomski se
smjesta u rod Hepacivirus porodice Flaviriridae. Genom mu se sastoji od priblizno 9.6 kb.
Otvoreni okvir ¢itanja® u endoplazmatskom se retikulumu translatira u jedan poliproteinski
prekursor dug 3010-3033 aminokiselina. Taj se poliproteinski prekursor pomocu stani¢nih i
virusnih proteaza procesuira u deset funkcionalnih proteina. Tri su strukturna proteina — srzni
protein te proteini E1 i E2. Ostalih je sedam proteina nestrukturno — p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A i NS5B. Oni su vazni za morfogenezu, replikaciju i regulaciju virusne Cestice.
Otkriven je i jedanaesti protein — F protein. U Tablici 4. prikazane su osnovne uloge pojedinih
virusnih proteina. Iz prikazanog moze se vidjeti kako nijedan protein nema samo jednu ulogu,
ve¢ su svi oni multifunkcionalni te da neke uloge nisu u potpunosti razjasnjene.

Velik broj virusnih ¢estica udruzen je, preko proteina E1 i E2, sa stani¢nim lipoproteinima
(uglavnhom s LDL-om i VLDL-om te apolipoproteinima Al, B, C i E) te se takve tvorevine
nazivaju lipovirusne Cestice (prikazano na Slici 1.).

Postoji 7 genotipova HCV-a koje karakteriziraju razli¢ita geografska distrubicija, razlicite

klini¢ke manifestacije i razli¢iti dominantni putevi prijenosa (Morozov i Lagaye, 2018).

2 pozitivno smislena jednolanéana RNA je virusna RNA koja se moZe direktno translatirati u virusne proteine
3 open reading frame (ORF) je dio genoma koji se translatira
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Slika 1. Model lipovirusne ¢estice hepatitis C virusa (preuzeto i prilagodeno prema Morozov i

Lagaye, 2018)

Tablica 4. Osnovne uloge pojedinih proteina HCV (Morozov i Lagaye, 2018)

Protein Uloge
Srzni protein e strukturni protein (formiranje nukleokapside)
(p22) e regulatorna funkcija tijekom translacije

e regulacija signalnih puteva
e potencijalna uloga u apoptozi, metabolizmu lipida (uloga u
razvoju steatoze*), regulaciji Ca?* i razvoju hepatocelularnog
karcinoma (HCC)

E1 (gp35) e transmembranski glikoprotein ovojnice (strukturni protein)

E2 (gp70) e transmembranski glikoprotein ovojnice (strukturni protein)
e E1-E2 heterodimeri tvore siljkaste tvorevine na povr$ini virusa
e E1-E2 kompleks vazan je za interakciju sa stanicnim
receptorima i fuziju virusa
e E1-E2 glikanski ,,$tit* ogranicava pristup antitijela virusu (kao
i udruzivanje s lipoproteinima)

e kodiraju ga dvije hipervarijabilne genomske regije vrlo

podlozne mutacijama - potencijalna uloga u izbjegavanju

imunosnog odgovora organizma i razvoju kroni¢ne infekcije

4 steatoza ili masna jetra posljedica je nakupljanja masti u jetri



NS1 (p7)

e moze formirati ionski kanal (viroporin) koji igra ulogu u
infekciji — prevenira zakiseljavanje stani¢nih organela te tako
Stiti novonastale virione od preranih konformacijskih promjena
induciranih kiselinom

e uloga u sklapanju i otpustanju virusnih ¢estica
e potencijalna meta antivirusnih lijekova
detektiran je i E2-p7-NS2 prekursor koji vjerojatno ima ulogu

u Kinetici infekcije

NS2 (p23)

sastavni dio NS2/3 cisteinske proteaze vazne za infektivnost
virusa — proteoliza izmedu NS2 i NS3
potencijalna uloga u regulaciji transkripcije sintaze masnih
kiselina (uloga u razvoju steatoze) i u angazmanu proteina

tijekom sklapanja i otpustanja virusnih Cestica

NS3 (p70)

e C-terminalni dio ima aktivnost helikaze i ATPaze —
remodeliranje RNA tijekom replikacije
N-terminalni dio ima aktivnost serinske proteaze (NS3/4A
proteaza) i NTPaze — proteoliza NS3/4A, NS4A/4AB, NS4B/5A
i NS5A/5B spojeva te nekih stani¢nih proteina koji su vazni za
urodenu imunost (npr. MAVS protein koji je vazan za
aktivaciju NF-xB® i interferona tipa 1)

e NS3/4A proteaza takoder ima ulogu u interferenciji sa

steCenom imunosti i U infektivnosti samog virusa

NS4A (p8)

e kofaktor nuzan za aktivnost NS3 (NS3/4A) proteaze
utjecaj na neke stani¢ne funkcije — pridonosi patogenezi virusa
detektiran je i u mitohondriju (ne samo u endoplazmatskom
retikulumu) — mijenja distribuciju mitohondrija i uzrokuje stetu

koja dovodi do apoptoze stanica domacina

NS4B (p27)

vazan za regrutaciju ostalih nestrukturnih proteina tijekom
replikacije

e uloga u sklapanju i otpuStanju virusnih Cestica

5 nuklearni faktor kappa B




NS5A (p56/p58) e doprinosi replikaciji, razmnoZavanju i patogenezi virusa,
modulaciji stani¢nih signalnih puteva (ukljucujuc¢i one za
apoptozu) i interferonskom odgovoru
e sadrzi regiju koja odreduje osjetljivost na interferon o — Koristi

se za predvidanje uspjesnosti interferonske terapije

NS5B (p66-68) ¢ RNA-ovisna RNA polimeraza — sintetizira negativno smisleni
RNA lanac® i sklona je pogreskama (mutacije virusa)
F protein e kratko zivu¢i citoplazmatski protein nerazjasnjene
(frameshit uloge
protein) ili ARFP e vrlo vjerojatno ima ulogu u modulaciji funkcije
(alternate reading dendritickih stanica i stimulaciji odgovora T-stanica
frame protein) e postoje njegove razli¢ite forme ovisno o genotipu
virusa

1.5. Zivotni ciklus virusa hepatitisa C

Za uspjesno vezanje i ulazak virusa u stanicu domacina potrebno je barem sest membranskih
proteina. Dva su vezna faktora — heparan sulfat proteoglikan (HSPG) i LDL-receptor’ i dva su
prava receptora — SR-B18 i CD81° Povezivanjem virusa s ta &etiri faktora dolazi do
priblizavanja virusa i stanice te do interakcija E2 s dva ulazna faktora — CLDN1® i OCLN™,
S obzirom na velik broj potrebnih interakcija, vezanje HCV-a za stanicu domacina spor je
proces koji mora biti vrlo dobro koordiniran. Sam ulazak virusa u stanicu odvija se putem
endocitoze posredovane klatrinom (Morozov i Lagaye, 2018).

Identificiran je 1 stani¢ni faktor EWI-2wint koji se ponaSa kao prirodni inhibitor ulaska HCV
u stanicu — interakcijom s CD81 prevenira interakciju CD81-E2. Molekule koje oponasaju

CDB81-EWI-2wint interakciju mogle bi posluZiti kao korisni antivirusni lijekovi.

6 negativno smislena jednolancana RNA je virusna RNA koja se ne moZe direktno translatirati u virusne
proteine

" low densitiy lipoprotein receptor — promovira endocitozu LDL-a

8 scavenger receptor class B member 1

9 cluster of differentiation 81

10 claudin 1

11 occludin



Nakon ulaska virusa u stanicu, virusne Cestice prenose se do ranog endosoma gdje dolazi do
zakiseljavanja. Virusna se kapsida razara, a virusna se RNA otpusta u citoplazmu te dalje
podlijeze procesima replikacije i translacije proteina. Translacija proteina odvija se u
endoplazmatskom retikulumu — nastaje poliproteinski prekursor koji se dalje procesuira
pomocu stani¢nih i virusnih proteaza u funkcionalne virusne proteine. Replikacija RNA odvija
se pomo¢u NS5B RNA-ovisne RNA polimeraze koja sintetizira negativno smisleni RNA lanac,
a koji dalje moze sluziti kao predlozak za sintezu pozitivno smislenog RNA lanca i daljnju
translaciju virusnih proteina (Morozov i Lagaye, 2018).

Sklapanje virusne Cestice odvija se u endoplazmatskom retikulumu i to u blizini ili na samoj
povrsini lipidne kapljice koja stanici sluzi za pohranu lipida. Novosintetizirana +SSRNA
transportira se do mjesta sklapanja gdje se enkapsulira zasad nepoznatim mehanizmom.
Nukleokapsida se zatim spaja s proteinima ovojnice te tako nastaje nezrela Cestica koja dalje
sazrijeva u Golgijevom aparatu. Nedavno je dokazano da HCV ima ulogu u fragmentaciji
Golgijevog aparata ¢ime moze doc¢i do smrti stanice. Upravo je to potencijalni okida¢ za
nekrozu jetre (Morozov i Lagaye, 2018).

Virusne Cestice iz stanice uglavnom izlaze koristec¢i put VLDL-a. Pretpostavlja se da je izlazak
mogu¢ i preko mikrovezikula izvedenih od membrane (MV). Jedna takva vezikula mogla bi
prenijeti i veci broj virusnih Cestica te predstavlja bolji zastitni okoli§ za virus (Morozov i
Lagaye, 2018).

Citav zivotni ciklus HCV prikazan je na Slici 2.
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Slika 2. Zivotni ciklus hepatitis C virusa (preuzeto i prilagodeno prema Morozov i Lagaye,
2018)

1.6. Epidemiologija hepatitisa C

Jedini do sada dokazani put prijenosa virusa jest parenteralni. Otkricem virusa zapocinje
rutinsko testiranje donirane krvi na HCV — prije toga glavni put prijenosa bila je upravo
transfuzija krvi. Najces¢i putevi prijenosa danas su dijeljenje igala i Sprica, tetoviranje i
stavljanje piercinga nesteriliziranim priborom te sli¢ni postupci koji uklju¢uju koriStenje
pribora koji je bio u dodiru sa zarazenom Krvi. To je veliki problem u zemljama u razvoju gdje
se medicinski pribor ¢esto visekratno koristi (Webster i sur., 2015).

Procijenjuje se da oko 1% svjetske populacije odnosno oko 1,5% europske populacije ima
kroni¢ni hepatitis C, a otprilike Cetvrtina njih razvit ¢e cirozu jetre i/ili hepatocelularni
karcinom. Prema procjenama Svjetske zdravstvene organizacije, 2016. godine od posljedica
hepatitisa C preminulo je oko 400 000 ljudi. Ipak, terapijske mogucnosti danas vrlo su
ucinkovite i mogle bi izljeciti veliku ve¢inu oboljelih kada bi svi oni imali pristup dijagnozi i

terapiji (Han i sur., 2019).
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1.7. Patofiziologija hepatitisa C

Poznato je da HCV dovodi do oStecenja jetre, ali to¢ni mehanizmi kojima do toga dolazi nisu
jos skroz potvrdeni. Vjeruje se da su ta oStecenja uvelike posredovana imunosnim odgovorom
domacina u kojem dominiraju CD8" T-limfociti, ali i druge stanice (CD4" T-limfociti,
regulatorni T-limfociti i NK stanice). Sve te stanice prepoznaju strukturne i nestrukturne
antigene HCV-a. Imunosni odgovor raste te se luce citokini, kemokini i faktori rasta. Oni,
zajedno s odredenim virusnim proteinima, poticu zvjezdane stanice jetre na lu¢enje kolagena i
na metaboli¢ko reprogramiranje koje rezultira pove¢anom autofagijom, ozljedama parenhima
i aktivacijom miofibroblasta. Tako se postepeno razvija fibroza, a kasnije i ciroza jetre te
hepatocelularni karcinom (Morozov i Lagaye, 2018).

Sam virus ima i direktan u¢inak na jetru. Uzrokuje odredene promjene u hepatocitima —
oksidacijski stres, fragmentaciju Golgijevog aparata, promijenjenu distribuciju mitohondrija i
druge, a koje dovode do apoptoze stanice. Takoder, s obzirom da su mu za replikaciju potrebni
lipidi, HCV uzrokuje i promjenu lipidnog profila $to inducira steatozu jetre (Morozov i Lagaye,
2018).

Virus uzrokuje patoloske promjene i izvan jetre. MozZe se replicirati u limfocitima i monocitima
potencijalno uzrokuju¢i imunosne bolesti (limfom). B-limfociti aktivirani HCV-om proizvode
velike koli¢ine krioglobulina koji se taloze u malim i srednjim krvnim zilama uzrokujuéi
vaskulitis. Utjecuci na jetru, HCV utjece i na odredene metabolicke procese i lu¢enje odredenih
faktora te tako moze dovesti do razvoja inzulinske rezistencije odnosno Secerne bolesti tipa 2.
Vrijedi spomenuti i da virus ima sposobnost mijenjanja svojih antigena ¢ime nastaju
kvazispecije!?. Tako on uspjesno izbjegava imunosni odgovor domacéina (Morozov i Lagaye,
2018).

1.8. Klinicka slika hepatitisa C

Hepatitis C u 20% slucajeva ostaje u akutnom obliku, odnosno imunosni sustav domacina
uspijeva se obraniti i eliminirati virus. Cak 90% akutnih slu¢ajeva biva asimptomatsko.

Simptomi koji se najéesce javljaju su nespecificni — slabost, temperatura, bol u misi¢ima i

12 antigene varijacije unutar jednog domacina
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zglobovima, probavne smetnje te rijetko Zutica. Serumske transaminaze uglavnom su nesto
povisene, ali samo kraci period (Morozov i Lagaye, 2018).

Preostali slucajevi (80%) odnose se na kroni¢ni oblik hepatitisa C — virus se nastavlja replicirati
viSe od Sest mjeseci nakon izlaganja. Veéina oboljelih takoder je asimptomatska ili imaju
nespecifiéne simptome. Vrijednosti serumskih transaminaza ve¢inom su normalne ili umjereno
povisene. Prava klinicka slika uglavnom se javlja desetlje¢ima nakon zaraze u obliku ciroze
jetre i/ili hepatocelularnog karcinoma, odnosno u obliku simptoma i znakova koji dolaze s tim
stanjima — Zzutica, ascites, koagulopatija, portalna hipertenzija, hepaticka encefalopatija,
poviSene serumske transaminaze (Morozov i Lagaye, 2018).

Kod kroni¢nog oblika mogu se javiti i problemi izvan jetre — ranije spomenuti limfomi, Se¢erna
bolest tipa 2, vaskulitisi (problemi u zglobovima, bubrezima, mozgu, kardiovaskularnom
sustavu i drugim organima) te ostalo (Morozov i Lagaye, 2018).

Cimbenici koji mogu ubrzati napredovanje bolesti su dob (stariji od 40 godina), muski spol,
visok indeks tjelesne mase, masna jetra, konzumacija alkohola i koinfekcija HIV-om (Morozov
i Lagaye, 2018).

1.9. Dijagnostika hepatitisa C

Za dijagnostiku hepatitisa C razvijeni su seroloski testovi, antigenski testovi i testovi
amplifikacije nukleinske kiseline (NAAT?).

Seroloskim se testovima dokazuje prisutnost specificnih protutijela na HCV. Pozitivan
seroloski test znaci kroni¢nu infekciju ili preboljenje u proslosti — kroni¢na infekcija potvrduje
se dodatnim antigenskim testom ili nekim od testova amplifikacije nukleinske kiseline. Akutna
infekcija ne moze se dokazati seroloskim testom s obzirom na to da je potrebno neko vrijeme
da se stvore protutijela na HCV.

Najprecizniji antigenski test je antigenski test na srzni protein. Uz pomo¢ specifi¢nih protutijela
za taj antigen, srzni protein moze se kvantitativno odrediti.

Pomocu testova amplifikacije nukleinske kiseline detektira se prisutnost HCV genoma (RNA).
Najcesée koristena metoda jest PCR!. Kvalitativni PCR vrlo je osjetljiv i koristi se za incijalnu

dijagnostiku te za pretragu donirane Kkrvi i organa. Njime se moze dijagnosticirati akutna

13 nucleic acid amplification test
14 poylmerase chain reaction
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infekcija. Kvantitativni PCR (real-time PCR) Koristi se za pracenje uspjesnosti terapije. Cilj je
izljecenje koje se definira kao SVR (sustained virological response) — HCV RNA < 15 1U/mL
Sest mjeseci nakon zavrSetka antivirusne terapije.

Takoder, vazna skupina testova je i ona kojom se obavlja genotipizacija HCV-a kako bi se
odabrala odgovarajuca terapija i strategija lijeCenja za pacijenta sukladno genotipu kojim je
pacijent zarazen. NajceS¢e se PCR-om analiziraju kodirajuce regije odnosno geni za srzni

protein i za NS5B (Morozov i Lagaye, 2018).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Svjetska zdravstvena organizacija prepoznaje hepatits C kao veliki globalni zdravstveni
problem. Cjepivo protiv HCV ne postoji, a virus je posebice rasiren u nerazvijenim zemljama
gdje se Cesto prenosi putem infektivnog medicinskog pribora. Budu¢i da kroni¢ni oblik bolesti
dovodi do teSkog oStecenja jetre, terapijski je cilj eliminirati virus iz organizma te potpuno
izlijecenje.

U posljednjih nekoliko desetlje¢a, zahvaljuci poznavanju zivotnog ciklusa i strukture HCV te
ulaganju u razvoj novih generacija antivirotika, farmakolosko lijeCenje hepatitisa C jako je
napredovalo te se ova bolest danas uspjesno lijeci.

Tema ovog diplomskog rada je prikazati povijesni razvoj terapije za hepatitis C — od interferona
I ribavirina koji su djelovali na imunosni sustav domacina, preko prvih lijekova koji su djelovali

na sam virus pa sve do modernih izravno djelujucih protuvirusnih lijekova.
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3. MATERIJALI | METODE

Za izradu ovog preglednog diplomskog rada proucavana je stru¢na i znanstvena literatura iz
podrucja farmacije i medicine na temu hepatitisa C i njegove terapije.

Pretrazivane su baze podataka PubMed, ScienceDirect, ResearchGate, Cochrane, Medscape,
UpToDate, Lexicomp, Drugbank i Mediately te odredene smjernice za lije¢enje hepatitisa C.
Tijekom pretrage koristene su iduce kljuéne rijeci i njihove kombinacije: hepatitis, hepatitis C,
discovery, history, virology, epidemiology, pathogenesis, symptoms, diagnosticy, therapy,
interpheron, ribavirin, DAA.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Interferon alfa-2b

Prva odobrena terapija za hepatitis C 1991. godine bio je interferon alfa-2b (Intron® A).
Interferoni (IFN) su glikoproteinski citokini koje proizvode i otpuStaju zaraZene i imunosne
stanice domacina kao odgovor na virusnu infekciju. Ime su dobili jer interferiraju s virusnom
infekcijom. Dijele se na tri tipa interferona s obzirom na vrstu receptora na koju se vezu — IFN
tip | (najpoznatiji su IFN-a i IFN-B), IFN tip II (IFN-y) i IFN tip III (IFN-X). Osnhovni
mehanizam djelovanja ukljucuje aktivaciju imunosnog sustava U borbi protiv virusa. Osim NK
stanica, makrofaga i limfocita, aktiviraju i obrambene mehanizme u nezaraZzenim stanicama,
aktiviraju RNaze koje uniStavaju virusnu RNA, povecavaju ekspresiju MHC | i MHC I
molekula (Mahajan i Kaur, 2015).

Istrazujuéi utjecaj virusne infekcije na inficirane stanice, interferone su otkrili znanstvenici J.
Lindenmann i A. Isaacs 1957. godine. Za potrebe klinickih ispitivanja isprva su se proizvodili
iz ljudskih leukocita stimuliranih virusima. Tako izdvojena frakcija sadrzavala je interferone,
ali i druge proteine pa se to¢ne karakteristike i funkcije interferona nisu mogle u potpunosti
potvrditi. Tek 20 godina kasnije, 1987. godine, razvojem tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (high performance liquid chromatography, HPLC), uspjesno je dobivena prva
frakcija koja je sadrzavala iskljucivo interferone (Pestka, 2007).

U meduvremenu, tijekom sedamdesetih, dolazi do razvoja rekombinantne DNA tehnologije.
To je 1980. godine omogucilo proizvodnju IFN-a i to u dva oblika, 2a i 2b, koji se razlikuju s
obzirom na tehnologiju proizvodnje. Proizvode se u klonovima E. coli koji imaju plazmide s
genom za IFN-a izoliranim iz ljudskih leukocita (Trepo, 2014).

Interferon-o. dimerni je protein. Svaki se monomer sastoji od pet a-heliksa. Monomeri su
medusobno povezani ionom cinka ¢ije vezno mjesto tvore karboksilatne skupine susjednih
glutaminskih kiselina svakog monomera (Glu 41 i Glu 42) (Nagabhushan i sur., 2002).
Okidaci za proizvodnju endogenih interferona uglavnom su mikrobi odnosno njihove
komponente preko aktivacije toll-like receptora (TLR) te nekih drugih membranskih i
citoplazmatskih receptora — dolazi do aktivacije odredenih signalnih puteva i do poticanja
transkripcije interferonskih gena (Schneider i sur., 2014).

Interferon-a se, kao i ostali interferoni tipa I, veze na IFNAR (receptor za interferone tipa

I) na povrsini stanice. To je heterodimerni receptor koji je sastavljen od dvije podjedinice —
IFNARL i IFNAR2. Najprije dolazi do vezanja na IFNAR2, a zatim se IFNAR1 udruzuje s

16



nastalim IFN/IFNAR2 kompleksom te dolazi do aktivacije kompleksa. Pokrece se
JAK/STAT?® signalni put, ali i neki drugi signalni putevi. Na kraju signalnog puta dolazi do
fosforilacije STAT-1 i STAT-2 proteina te se oni udruzuju s IRF-9'® proteinom tvoreéi
heterotrimerni transkripcijski faktor ISGF-3!". On se veZe na promotorsko mjesto (ISRE®)
gena koji su stimulirani interferonom (ISG'°) te poti¢e njihovu transkripciju. Postoje i drugi
IRF koji sluze kao regulatori transkripcije ISG — kao aktivatori ili supresori, a neki su od njih
aktivirani direktno virusnom infekcijom. Geni koji su stimulirani interferonom dalje se
translatiraju u proteine koji imaju antivirusnu i/ili antitumorsku ulogu. Broj tih proteina velik
je, a neki od njih, kao i njihove osnovne uloge navedeni su u Tablici 5. Na Slici 3. prikazan je
mehanizam aktivacije ISG-a interferonom alfa (Schneider i sur., 2014)..

Interferoni takoder mogu utjecati na ekspresiju odredenih vrsta RNA — dugacke nekodirajuce
RNA (IncRNA), mikro RNA (miRNA), male RNA i ostale vrste RNA koje dalje utjecu na tijek
virusne infekcije (Schneider i sur., 2014).

Protein NS5A HCV sadrzi regiju koja odreduje osjetljivost na interferon (ISDR?). Broj
zamijenjenih aminokiselina te regije sluzi za predvidanje uspjeSnosti interferonske terapije —
odredene kombinacije aminokiselina pogoduju virusu na nacin da se umanjuje indukcija ISG
(Sugiyama i sur., 2017).

Vrijeme poluzivota interferona alfa-2b nakon supkutane injekcije iznosi dva do tri sata. Vr$na
koncentracija postize se nakon priblizno Sest sati. Naj¢esc¢e su nuspojave infekcije (faringitis,
bronhitis, sinusitis), poremecaji krvi 1 limfnog sustava (leukopenija, limfopenija,
trombocitopenija), poremecaji ziv€anog sustava (omaglica, glavobolja, tremor), poremecaji
probavnog sustava (mucnina, povracanje, diajreja), poremecaji kozZe (alopecija, pruritus, osip),
psihijatrijski poremecaji (suicidalne misli, depresija, anksioznost, agitacija, nesanica),
zamagljen vid, vrtoglavica, palpitacije, tahikardija, kaSalj, vru¢ica, mialgija, artralgija, bolovi
u ledima, poremecaji menstrualnog ciklusa, gubitak apetita, anoreksija, razvoj autoantitijela 1
autoimunih poremecaja te bol i upala na mjestu injekcije. Sve se te nuspojave u vecini slucajeva
manifestiraju kao skup simptoma sli¢nih gripi (https://www.ema.europa.eu/en/documents/

product-information/introna-epar-product-information_hr.pdf).

15 janus kinase/signal transducer and activator of transcription proteins
16 interferon regulatory factor 9

7 IEN-stimulated gene factor

18 interferon-stimulated gene

19 interferon-stimulated response element

2 interferon sensitivity determining region
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Upotreba interferona alfa-2b za lijeCenje hepatitisa C zapocela je nakon dvije provedene
randomizirane kontrolirane studije. Primjenjivale su se doze interferona alfa-2b od 1 do 3
milijuna internacionalnih jedinica (IU) supkutanim injekcijama tri puta tjedno tijekom Sest
mjeseci. Ustanovljeno je da se koli¢ina HCV RNA kod 20% pacijenata smanjila te je lijek i
sluzbeno odobren za terapiju hepatitisa C. (Basyte-Bacevice i Kupcinskas, 2020).

Danas se terapija interferonom alfa-2b ne nalazi ni u jednim smjernicama za lijecenje hepatitisa
C kao ni za lijeCenje ostalih bolesti. S obzirom na brojne nedostatke te postojanje i vecinsko
koristenje alternativnih i boljih verzija interferona (pegilirani interferoni), proizvodac Introna®
A krajem 2019. godine odlu¢io ga je u potpunosti povuéi iz proizvodnje
(https://www.sanfordguide.com/2019-11-15-id-update/).
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Slika 3. Mehanizam aktivacije 1SG-a interferonom alfa (preuzeto i prilagodeno prema
Abdolvahab i sur., 2016)

Najprije dolazi do vezanja na IFNAR2, a zatim se IFNARI udruzuje s nastalim IFN/IFNAR2
kompleksom te dolazi do aktivacije kompleksa. Pokrece se JAK/STAT signalni put, ali i neki drugi
signalni putevi. Na kraju signalnog puta dolazi do fosforilacije STAT-1 i STAT-2 proteina te se oni
udruzuju s IRF-9 proteinom tvoreci heterotrimerni transkripcijski faktor ISGF-3. On se veze na
promotorsko mjesto (ISRE) gena koji su stimulirani interferonom (ISG) te potice njihovu transkripciju.
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Tablica 5. Proteini kodirani genima koji su stimulirani interferonom i njihove osnovne uloge

(Schneider i sur., 2014)

Protein Uloga
Razni IRF regulatori transkripcije ISG
Razni PRR?:: RLR??, ALR%, NLR#*, povecano prepoznavanje PAMP?®-ova —
TLR?... poveéana detekcija patogena
OAS?’ OAS detektira stranu citosolnu RNA ¢ime
dolazi do sinteze 2'-5' oligoadenilata koji
aktiviraju RNazu L
RNaza L unistava virusnu, ali 1 stani¢cnu RNA
PKR?% -fosforilacijom odredenih proteina blokira
sintezu proteina i time daljnju replikaciju
virusa
-degradira inhibitor nuklearnog faktora kB
(IxB) — aktivacija NF-«B signalnog puta
p56 direktno inhibira sintezu virusnih proteina
Mx?® hvata odredene komponente virusa, poput
nukleokapside, i1 sprje€ava da one dodu do
svog cilja u stanici
CH25H%* hidroksilira kolesterol u 25-
hidroksikolesterol — pojacana otpornost
stani¢ne membrane na fuziju s virusom
IFITM3! proteini sprje¢avaju ulazak virusa u stanicu
TRIM?®? proteini sprje¢avaju ulazak virusa U stanicu

21 pathogen recognition receptor

22 retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1)-like receptor
3 AIM2-like receptor

24 nucleotide-hinding oligomerization domain-like receptor
% toll-like receptor

% pathogen-associated molecular pattern

2" oligoadenylate synthetase

28 protein-kinase R

29 myxovirus resistance

30 cholesterol-25-hydroxylase

31 IFN-inducible transmembrane

32 tripartite motif
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NCOAT7% sprjecava ulazak virusa u stanicu

Viperin sprjecava replikaciju virusne RNA i izlazak

virusa iz stanice

Teterin sprjecava izlazak virusa iz stanice

ISG15 ISGilacija tj. kovalentno vezanje na ciljane
proteine ¢ime utje¢e na njihovu ulogu —
povecava ili smanjuje aktivnost odredenih

proteina vaznih u imunosnom odgovoru

4.2. Kombinacija interferona alfa-2b i ribavirina

Kombinacija interferona alfa-2b i ribavirina za terapiju hepatitisa C odobrena je 1998. godine.
Znanstvenici J. T. Witkovski i R. K. Robins sintetizirali su i proucavali antivirusne
ribonukleozide koji bi utjecali na enzimske funkcije koje su zajednicke svim virusima. Jedan
od sintetiziranih ribonukleozida bio je i ribavirin 1970. godine. Nesto kasnije, 1972. godine,
potvrdeno je kako ribavirin posjeduje aktivnost protiv Sirokog spektra RNA i DNA virusa
(Mestrovic, 2021).

Nacin dobivanja ribavirina (kemijski i enzimski) nije se pretjerano mijenjao tijekom godina.
Kemijska sinteza rezultira relativno velikim iskoristenjem (54-83%), ali su potrebni zahtjevni
uvjeti reakcije (visoka temperatura i vrlo niski tlak) kako bi se formirala glikozidna veza
izmedu peracilirane B-D-ribofuranoze i metil 1,2,4-triazol-3-karboksilata nakon ¢ega slijedi
amioliza odnosno reakcija izmedu karboksilata i amina te nastaje kona¢ni amid. Enzimska
sinteza rezultira varijabilnim iskoriStenjem (19-84%), ali potrebni su blagi reakcijski uvjeti.
Provodi se transglikozilacijom uz enzim purinska nukleozidna fosforilaza (PNP) koja prenosi
ugljikohidratnu skupinu s odgovarajué¢eg donora (uglavnom neki nukleozid) na odgovaraju¢u
purinsku bazu time tvore¢i novi nukleozid. Enzim se izolira iz odredenih bakterijskih stanica
— ve¢inom iz Aeromonas hydrophila (Rabuffetti i sur., 2019).

Ribavirin (1--D-ribofuranozil-1,2,4-triazol-3-karboksamid) je analog purinskog nukleozida
gvanozina. Njegova kemijska struktura prikazana je na Slici 4.

Ulaskom u stanicu, ribavirin fosforilacijom prelazi u aktivne oblike: mono-, di- i trifosfate koji

djeluju na nekoliko nacina koji su sazeto prikazani na Slici 5.

33 nuclear receptor coactivator 7
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Ribavirin monofosfat (RMP) ve¢ je pri nizim koncentracijama kompetitivni inhibitor inozin
monofosfat dehidrogenaze (IMPDH), enzima koji katalizira konverziju inozin monofosfata u
ksantozin monofosfat odnosno katalizira prvi korak u biosintezi gvanozin monofosfata.
Posljedica je toga smanjena unutarstani¢na koncentracija gvanozin trifosfata (GTP), potrebnog
za sintezu nukleinskih Kkiselina. Takoder, GTP je bitan i za ostale stani¢ne procese — vezanje
aminoacil tRNA na A-mjesto na ribosomu, translokaciju ribosoma prema 3' kraju mRNA,
prijenos signala preko G-proteina kao drugog glasnika, glukoneogenezu (GTP sluzi kao izvor
energije u odredenim koracima) (Nystrom i sur., 2019).

Ribavirin trifosfat (RTP) kompetitivni je inhibitor mMRNA gvanililtransferaze odnosno capping
enzima koji katalizira dodavanje 7-metilgvanozin "kape" na 5' kraju mMRNA molekulu, sto je
vazno za odgovarajucu stabilnost i translaciju mRNA. Za razliku od enzim-GMP intermedijera,
enzim-RMP intermedijer kovalentno je povezan te zato dolazi do inhibicije enzima. Za RTP
takoder je dokazano da kompetitivno inhibira RNA-ovisnu RNA-polimerazu (RdRP) virusa
influenze, ali ne i HCV. Ipak, dokazano je da pri ve¢im koncentracijama ribavirina, ugradnja
RTP-a umjesto GTP-a u RNA uzrokuje mutagenezu virusa koji tada postaje neispravan i
nefunkcionalan — RTP se s dvije vodikove veze povezuje i s citidin trifosfatom (CTD) i s uridin
trifosfatom (UTP) §to naknadno dovodi do G-u-A, A-u-G, C-u-U i U-u-C mutacija kroz ¢itavu
RNA HCV-a koje se ne mogu popraviti s obzirom na to da RdRP ne posjeduje proofreading
mehanizam (Nystrom i sur., 2019).

Ribavirin takoder djeluje i na imunosni odgovor domac¢ina — modulira TH1/TH2 ravnotezu
(povecava Tn1l imunosni odgovor koji je vazniji za antivirusni u¢inak), povecava razinu I1L-12,
smanjuje razinu CXCL-10, regulira ekspresiju i osjetljivost 1ISG-a na interferone te smanjuje
koncentraciju jetrenih enzima (Nystrom i sur., 2019).

Nedavno je dokazano i kako ribavirin na razini transkripcije i translacije inducira spermidin-
spermin N1-acetiltransferazu (SAT1), enzim koji katabolizira poliamine. Poliamini su male,
pozitivno nabijene organske molekule vazne za transkripciju, translaciju, proteaznu funkciju i
pakiranje virusa, a upravo ribavirin utje¢e na njihovu razgradnju (Tate i sur., 2019).

Usprkos viSestrukim mehanizmima, ribavirin kao monoterapija ima slabi uc¢inak na HCV.
Medutim, buduc¢i da je jedno od djelovanja ribavirina da optimizira ekspresiju ISG-a te
povecava njihovu osjetljivost na interferone, ribavirin se dugo vremena primjenjivao u
kombinaciji s (peg)interferonom alfa (Nystréom i sur., 2019).

Apsorpcija ribavirina nakon oralne je primjene brza i bioraspolozivost iznosi 64%. Vrijeme

poluzivota je dugo (danima) te je volumen distribucije velik (ribavirin se slabo veze za proteine
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plazme). Klirens ovisi o funkciji bubrega pa je kod bubreznih bolesnika potrebna prilagodba
doze (Nystrom i sur., 2019).

Fosforilacija ribavirina unutar eritrocita sprje¢ava njegov izlazak u plazmu — koncentracije
unutar eritrocita tridesetak su puta vece nego u plazmi. Upravo je zato glavna nuspojava
ribavirina hemoliticka anemija kao posljedica deplecije ATP-a i oksidativnog stresa unutar
eritrocita. Anemija je reverzibilna, odnosno povlaci se nakon prestanka terapije. Osobe koje
imaju odredeni polimorfizam ITPA gena (gen za inozin trifosfat pirofosfatazu), koji rezultira
smanjenom aktivno$¢u ovog enzima, otpornije su na hemoliticku anemiju uzrokovanu
ribavirinom te je kod njih primjeCena veca ucinkovitost terapije ribavirinom. ITPaza inace
defosforilira ITP (inozin trifosfat) u IMP (inozin monofosfat). Kod osoba sa smanjenom
aktivnosti ITPaze ITP se gomila u stanici te se moze dalje pretvarati u ATP bitan za homeostazu
eritrocita. Takoder, ITPaza defosforilira i RTP u RMP koji moze iza¢i iz stanice u plazmu tako
da ovaj polimorfizam uzrokuje i manje koncentracije RTP-a u plazmi i manju sistemsku
toksi¢nost ribavirina. Kod osoba koje su razvile anemiju, potrebno je smanjiti dozu ribavirina
i/ili primjenjivati eritropoetin — hormon koji potice eritropoezu. Ostale nuspojave ukljucuju
nesanicu, glavobolju, bol u misi¢ima i zglobovima, kasalj i osip. S obzirom na teratogenost
ribavirina 1 na ¢injenicu da se dugo zadrzava u organizmu 1 izlu€uje u sjemenu tekucinu,
ribavirin je kontraindiciran za vrijeme trudnoce te se trudnoca ne preporuca nekoliko mjeseci
nakon prestanka terapije zene i/ili muskarca (Nystrom i sur., 2019).

Upotreba kombinacije interferona alfa-2b i ribavirina za lijeCenje hepatitisa C zapocela je
nakon klinicke studije u kojeoj se usporedivala uspje$nost monoterapije interferona alfa-2b te
kombinacije ova dva lijeka. Dokazalo se da je kombinacija vrlo uspjesna i bolja od
monoterapije — zadovoljavajuéi odgovor postignut je kod 40% pacijenata te je kombinacija
odobrena za terapiju hepatitisa C (Basyte-Bacevice i Kupcinskas, 2020).

Danas se kombinacija interferona alfa-2b i ribavirina vise ne koristi, ali se i dalje koristi
ribavirin kao takav te se nalazi u smjernicama za lijeCenje hepatitisa C. Njegova je uporaba
indicirana u odredenim genotipovima HCV-a te stadijima bolesti i to u kombinaciji s drugim
lijekovima jer skracuje vrijeme terapije. Primjenjuje se u obliku tableta dva puta dnevno.
Potrebna doza i trajanje terapije odreduju se na temelju tjelesne mase bolesnika, genotipu

virusa i lijeka/lijekova s kojima se kombinira (Loustaud-Ratti i sur., 2016).
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Slika 4. Kemijska struktura ribavirina (Rabuffetti i sur., 2019)
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Slika 5. Mehanizmi djelovanja ribavirina (preuzeto i prilagodeno prema Nystrom i sur., 2019)

RMP je kompetitivni inhibitor IMPDH koja katalizira prvi korak u biosintezi gvanozin monofosfata.
Posljedica je smanjena unutarstanicna koncentracija GTP potrebnog za vise stanicnih funkcija.

RTP je kompetitivni kovalentni inhibitor mRNA gvanililtransferaze koja katalizira dodavanje 7-
metilgvanozin "kape" na 5' kraju mRNA molekulu (vazno za odgovarajuéu stabilnost i translaciju
mRNA). RTP je i kompetitivni inhibitor RARP virusa influenze, a kod HCV uzrokuje mutagenezu virusa
ugradnjom u rastuci RNA lanac.

Ribavirin djeluje i na imunosni odgovor domacina — modulira Tyl/Tw2 ravnotezu (poveéava Tul
imunosni odgovor koji je vazniji za antivirusni ucinak).

23



4.3. Kombinacija pegiliranog interferona alfa i ribavirina

Godine 2000. za terapiju hepatitisa C odobren je peginterferon alfa-2b (Pegintron®), a 2002.
godine i peginterferon alfa-2a (Pegasys®), oboje u kombinaciji s ribavirinom.

Peginterferoni su pegilirani interferoni. Pegiliranje oznac¢ava kovalentno konjugiranje proteina
s molekulom polietilenglikola (PEG). Ideja za to potjee joS iz sedamdesetih godina od
profesora F. Davisa sa Sveucilista Rutgers u SAD-u Kkoji je smatrao da ¢e se tako poboljsati
odredena farmakoloska svojstva proteina. Prvi odobreni pegilirani lijek bio je pegilirana
goveda adenozin deaminaza 1990. godine, a nakon toga razvija se niz pegiliranih proteinskih
lijekova (Yadav i Dewangan, 2021).

Postoji nekoliko strategija odnosno mehanizama pegiliranja koji se mogu podijeliti na
nespecifiéne (random) konjugacije i konjugacije na specificnom polozaju. Kod nespecifi¢nih
konjugacija dolazi do reakcije izmedu nukleofilne ili elektrofilne skupine proteina (primarna
amino skupina, tiolna skupina, aldehidna skupina...) i elektrofilnog ili nukleofilnog PEG
reagensa (PEG konjugiran s nekom skupinom koja ga aktivira) te nastaje smjesa proteina koji
su strukturni izomeri. Konjugacija na specificnom polozaju uglavnom se provodi uz
transglutaminazu (TGazu) koja katalizira prijenos PEG-a s PEG primarnog amina na glutamin
proteina. U zadnje se vrijeme sve viSe radi na razvoju reverzibilnog i nekovalentnog
pegiliranja, buduci da trajna veza s molekulom PEG-a moze utjecati na aktivnost proteina. Kod
reverzibilnog pegiliranja, protein i PEG vezu se kovalentnom vezom, ali se ona cijepa in vivo.
Kod nekovalentnog pegiliranja princip je sli¢an, samo §to veze izmedu proteina i PEG-a nisu
kovalentne, ve¢ hidrofobne, ionske ili kelatne (Damodaran i Fee, 2010).

Pegintron® se priprema konjugacijom interferona s jednolandanim PEG-sukcimidil-
karbonatom (PEG-SC) preko primarnih amino skupina aminokiselina na povrSini proteina
(veéinom histidina) ¢ime nastaje uretanska veza. S druge strane, Pegasys® se priprema
monopegilacijom interferona s razgranatom molekulom PEG-a aktiviranog s N-
hidroksisukcinimidom (PEG-NHS), takoder preko primarnih amino skupina aminokiselina na
povrsini proteina (Damodaran i Fee, 2010).

Pegiliranje se provodi s ciljem poboljsanja farmakokinetickih svojstava 1 Smanjenja
imunogenosti lijeka. Smanjuje se bubrezni klirens kao i proteoliticka razgradnja proteinskog
lijeka te mu se tako produzuju vrijeme poluzivota i interval doziranja. TO je vazno jer se tako
smanjuju troskovi lijeCenja, povecava se suradljivost pacijenata te se smanjuju toksi¢nost i
nuspojave. Isto tako, konjugirani PEG osigurava stericke smetnje tako da se smanjuje

agregacija proteina te osigurava topljivost proteina zbog svojih polarnih hidroksilnih skupina.
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Takoder, pegiliranjem se maskiraju imunogena mjesta na proteinu te se tako smanjuje sama
imunogenost proteina (in vivo stvaranje protutijela na primjenjeni proteinski lijek) koja
smanjuje biolosku aktivnost lijeka (Ginn i sur., 2014).

S druge strane, pegiliranje moze negativno utjecati na farmakodinamiku odnosno biolosku
aktivnost lijeka — stericki se blokiraju interakcije izmedu lijeka i ciljanog enzima/receptora pa
je potrebno dulje vrijeme da dode do njihove interakcije. RjeSenje za to lezi u ve¢ ranije
navedenim strategijama pegiliranja — konjugacija na specificnom poloZzaju, reverzibilna
konjugacija ili nekovalentna konjugacija (Ginn i sur., 2014).

Mnogim je istrazivanjima pokazano da se konjugiranjem proteina s PEG-om ne povecava
njihova toksi¢nost odnosno da su takvi proteini sigurni za uporabu. Sama se molekula PEG-a,
kao i pegilirani protein, izlucuju bubrezima (Ginn i sur., 2014).

Vrijeme poluzivota Pegasysa® nakon supkutane primjene iznosi u prosjeku 160 sati. Vr$na
koncentracija postize se nakon tri do Cetiri dana. Nuspojave su iste kao za klasi¢ni nepegilirani
interferon, ali  su  slabije  izrazene s obzirom na rjede  doziranje
(https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/pegasys-epar-product-
information_hr.pdf).

Klini¢kim je ispitivanjima dokazano kako je kombinacija peginterferona alfa i ribavirina
uc¢inkovita kod 60% pacijenata te ubrzo ta kombinacija postaje terapijski zlatni standard za
hepatitis C te ¢e zadrzati taj status iduc¢ih desetak godina.

Pegasys® se primjenjuje supkutanim injekcijama u dozi od 180 mg jedanput tjedno u
kombinaciji s oralno primjenjenim ribavirinom. Trajanje terapije ovisi o genotipu HCV-a. Ipak,
s obzirom na to da su razvijeni bolji lijekovi, danas se peginterferon alfa ne nalazi u sluzbenim
smjernicama za lijeCenje hepatitisa C, ¢ak ni kao pocetna terapija. Buduci da ti novi lijekovi
nisu dostupni u mnogim zemljama u razvoju, tamo je i dalje zlatni standard za terapiju
hepatitisa C  upravo kombinacija pegiliranog interferona alfa i ribavirina

(https://www.hepatitisc.uw.edu/page/treatment/drugs/peginterferon-alfa-drug).

4.4. Prvi izravni antivirotici

Nakon viSe od dva desetljeca istrazivanja HCV i potencijalnih meta lijekova, 2011. godine
odobrena su prva dva izravna antivirotika za terapiju hepatitisa C — boceprevir i telaprevir. Oba
su lijeka sintetizirana jo§ pocetkom 2000-ih, ali su nakon toga slijedile godine klinickih

ispitivanja te usavrsavanja postupka sinteze i formulacije ljekovitog oblika.
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Izravni su antivirotici (DAA®*) lijekovi koji djeluju na specifiéne mete u Zivotnom ciklusu
HCV-a. Prvi DAA bili su inhibitori NS3/4A proteaze. To je enzim Koji cijepa virusni
poliproteinski prekursor na aktivne proteine te je stoga, kao klju¢ni enzim za razmnozavanje
virusa, prepoznata kao atraktivna meta za djelovanje izravnih antivirotika (Howe i
Venkatraman, 2013).

Rendgenska struktura NS3/4A kompleksa opisana je 1997. godine. To je heterodimerni
kompleks sastavljen od veceg enzimskog dijela NS3 (aktivnost serinske proteaze |
helikaze/ATPaze) te manjeg aktivacijskog kofaktora NS4A vaznog za potpunu i optimalnu
funkciju enzima. U aktivhom se mjestu proteaze nalazi kataliti¢ka trijada — His57, Asp81 i
Ser139, a vaznu strukturnu stabilizacijsku ulogu ima i ion cinka udaljen od tog aktivnog mjesta.
Enzimska reakcija ove serinske proteaze obuhvaca niz kiselinsko-baznih reakcija kataliticke
trijade. Glavna je reakcija kovalentno vezanje nukleofilnog kisika iz Ser139 na karbonilni
ugljik iz veze supstrata koja ¢e se rascijepati. Druge dvije aminokiselina (His57 kao baza i
Asp81 kao kiselina) sluze za stabilizaciju reakcijskih intermedijara, a za krajnju je hidrolizu
potrebna i molekula vode (Howe i Venkatraman, 2013). Opéeniti mehanizam reakcije serinskih
proteaza prikazan je na Slici 6.

C. Steinklhler i suradnici s talijanskog instituta za molekularnu biologiju 1998. godine
ustanovili su kako su odcijepljeni N-terminalni dijelovi supstrata mo¢ni inhibitori NS3/4A
proteaze — to je bio pocetak razvoja ovih lijekova. Problem je i dalje predstavljala veli¢ina
takve molekule jer velike su molekule teske za razvoj te imaju losa fizikalno-kemijska svojstva.
Iduca prepreka u razvoju ovih inhibitora bio je nedostatak robusih modela replikacije virusa.
To su 1999. godine rijesili Lohmann i suradnici — razvili su subgenomski replikon sustav
odnosno virusnu RNA koja sadrzi gene samo za nestrukturne proteine HCV-a koja se replicira
unutar stanica hepatoma (hepatocelularnog karcinoma). Prvotna ucinkovitost lijekova
kandidata provodila se upravo u ovom sustavu — provjeravalo se dolazi li do replikacije RNA
nakon izlaganja lijeku. Takoder, problemati¢na je bila i ¢injenica da se aktivha mjesta NS3/4A
proteaze razlikuju medu razli¢itim genotipovima u odredenim aminokiselinama, odnosno
trebalo je pronaci inhibitore koji ne ulaze u interakcije s tim aminokiselinama. Ipak, to nije bio
slucaj s boceprevirom i telaprevirom jer su oni sintetizirani kao inhibitori NS3/4A proteaze
genotipa 1 te su stoga slabo djelovali na ostale genotipe. Odobreni su za terapiju isklju¢ivo
HCV-a genotipa 1 (Howe i Venkatraman, 2013).

34 direct antiviral agents
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Za procjenu enzimske kinetike reakcije izmedu enzima i potencijalnog inhibitora R. Zhang i
suradnici s Schering-Plough instituta razvili su depsipeptid kojeg je NS3/4A proteaza uspje$no
cijepala i koji nije ugrozavao njezinu aktivnost te se stoga postizala visoka osjetljivost detekcije
produkta proteolize (Howe i Venkatraman, 2013).

Boceprevir i telaprevir reverzibilni su kovalentni inhibitori NS3/4A proteaze HCV. Oni su tzv.
inhibitori prijelaznog stanja — stupaju u kovalentnu interakciju s aktivnim mjestom enzima, ali
nisu podlozni brzoj konac¢noj reakciji hidrolize tj. odvajanja od enzima. Razlog tome je to Sto
se u njihovoj strukturi umjesto amidne veze nalazi keto-amidna veza. Nukleofilnom adicijom
kisika iz serina na ugljik iz keto-amidne veze nastaje poluketal Cija je hidroliza spora (zato su
reverzibilni inhibitori) tj. potrebno je neko vrijeme da enzim postane ponovno funkcionalan.
Kao i pravi supstrat enzima, ostvaruje i nekovalentne interakcije s viSe aminokiselina iz
aktivnog mjesta enzima, ukljucujuci i aminokiseline kataliticke trijade (Butt i Kanwal, 2012).
Njihove su se pocetne sinteze odvijale u puno koraka — bile su zahtjevne i donosile su malu
iskoristivost. Razvojem lijekova, razvijale su se i sinteze — smanjio se broj koraka i postigla se
veca iskoristivost (De Luca i sur., 2014).

Osim boceprevira i telaprevira, razvijani su i drugi spojevi s inhibitornim djelovanjem na
NS3/4A proteazu, ali su svi oni "pali" u nekoj fazi klini¢kog ispitivanja, uglavnom zbog velike
toksi¢nosti (De Luca i sur., 2014).

Boceprevir i telaprevir bili su indicirani za terapiju hepatitisa C uzrokovanog HCV-om
genotipa 1, i to kao incijalna terapija i kao terapija prethodno lijecenih osoba. Nakon par godina
primjene boceprevira i telaprevira, njihova se upotreba smanjila zbog razvoja boljih lijekova,

takoder DAA, te su ovi lijekovi povuceni s trzista (De Luca i sur., 2014).
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Slika 6. Osnovni mehanizam reakcije serinskih proteaza (preuzeto i prilagodeno prema
Schaller, 2004)

4.4.1. Boceprevir

Razvoj boceprevira zapo¢eo je od undekapeptida koji je sintetiziran po uzoru na prirodni
supstrat proteaze. On je pokazivao dobru aktivnost, ali losa drug-like svojstva (kemijska
struktura prikazana na Slici 7.). Njegovom je postepenom optimizacijom kao 13. analog

razvijen boceprevir (kemijska stuktura prikazana na Slici 8.).
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Pocetne in vitro studije pokazale su odli¢na svojstva boceprevira — Visoku ucinkovitost,
selektivno djelovanje na NS3/4A proteazu te negativan Amesov test mutagenosti. In vivo
studije pokazale su vrlo povoljan farmakokineti¢ki profil kod istrazivanih zivotinja te je lijek
takoder uspjesno prosao fazu 1 i fazu 2 klinickih ispitivanja. Faza 3 klinickih ispitivanja bila je
podijeljena na dvije randomizirane studije, jednu s prethodno lije¢enim, a drugu s prethodno
nelijeCenim pacijentima. Pacijenti su lijeGeni kombinacijom peginterferona alfa, ribavirina i
boceprevira, uz uvodnih 4 tjedna kada su dobivali samo kombinaciju peginterferona alfa i
ribavirina. Kontrolnu su grupu ¢inili pacijenti koji su dobivali peginterferon alfa i ribavirin 4
tjedna, a zatim peginterferon alfa i ribavirin plus placebo 44 tjedna. ZabiljeZeni su visoki
postoci ucinkovitosti terapije. (Howe i Venkatraman, 2013).

Vrijeme poluzivota oralno primjenjenog boceprevira je kratko (3-5 sati) zbog opseznog
metabolizma. Oralna bioraspolozivost iznosi 65%, a hrana mu je znacajno povecava te bi se
zato trebao uzimati uz obrok. Dominantno se metabolizira aldo-ketoreduktazama te se izlucuje
fecesom (Butt i Kanwal, 2012).

Najcesce su nuspojave anemija, neutropenija, trombocitopenija i disgeuzija (poremeceni osjet
okusa) (Butt i Kanwal, 2012).

Boceprevir se primjenjivao u obliku oralnih kapsula u dozi od 800 mg tri puta na dan u
kombinaciji s peginterferonom alfa i ribavirinom (trojna terapija). Duljina terapije ovisila je o
prethodnom terapijskom iskustvu kao i o odgovoru na nju. Prije same primjene boceprevira,
provodila se uvodna terapija peginterferonom alfa i ribavirinom 4 tjedna — time se smanjivao
rizik od razvoja rezistencije te se boceprevir uvodio u terapiju kada bi ribavirin postigao
maksimalni u¢inak (Cetiri su mu tjedna potrebna za postizanje ravnotezne koncentracije) (Butt

i Kanwal, 2012).

Me
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Slika 7. Kemijska struktura undekapeptida iz kojeg je zapoceo razvoj boceprevira (Howe i
Venkatraman, 2013)
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Slika 8. Kemijska stuktura boceprevira (Howe i Venkatraman, 2013)

4.4.2. Telaprevir

Sliéno kao kod boceprevira, razvoj telaprevira zapo¢eo je od dekapeptida vrlo dobrog
djelovanja, ali losih drug-like svojstava (kemijska struktura prikazana na Slici 9.) iz kojeg je
daljnjom modifikacijom razvijen telaprevir (kemijska struktura prikazana na Slici 10.).
Pocetne in vitro i in vivo studije takoder su pokazale vrlo dobra svojstva — visoka u¢inkovitost,
selektivno djelovanje na NS3/4A proteazu, mala citotoksi¢nost te povoljan farmakokinetic¢ki
profil. I telaprevir je zadovoljio fazu 1 i fazu 2 klinickih ispitivanja te je usao u fazu 3. U toj su
se fazi provodile tri studije — dvije s prethodno nelijeCenim i jedna s prethodno lijecenim
pacijentima. Ispitivali su se razli¢iti rezimi doziranja kombinacije telaprevira, peginterferona
alfa i ribavirina (ve¢inom rezim telaprevir 12 tjedana + peginterferon alfa i ribavirin 48
tjedana). Kontrolnu su grupu ¢inili pacijenti koji su primali peginterferon alfa i ribavirin 48
tjedana. Stopa ucinkovitosti i ovdje je bila visoka (Kwong i sur., 2011).

Uloga peginterferona alfa i ribavirina u kombinaciji s telaprevirom (i boceprevirom) je da se
poveca sama ucinkovitost terapije te da se djeluje protiv virusnih varijanti rezistentnih na
telaprevir (graficki prikaz prikazan na Slici 11.) (Kwong i sur., 2011).

Vrijeme poluzivota telaprevira je kratko (4-5 sati). Bioraspolozivost mu povecava masna hrana
te bi se trebao uzimati uz obrok koji sadrzi barem 20 grama masti. Dominantno se metabolizira
CYP3A4 enzimom i izlucuje fecesom (Butt i Kanwal, 2012).

Najcesce su nuspojave anemija, kozni osip, pruritis, gastrointestinalni problemi i hemeroidi.
Telaprevir se primjenjivao u obliku oralnih tableta u dozi od 750 mg tri puta na dan, takoder

kao trojna terapija. Duljina terapije ovisila je o prethodnom terapijskom iskustvu kao i o
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odgovoru na nju. Uvodna terapija od 4 tjedna nije se prevodila u slucaju telaprevira (Butt i
Kanwal, 2012).

Serine attack and cleavage
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Slika 9. Kemijska struktura dekapeptida iz kojeg je zapoc¢eo razvoj boceprevira (Kwong i sur.,
2011)

Slika 10. Kemijska struktura telaprevira (Kwong i sur., 2011)

31



brzo djelovanje na divlji tip i
nerezistentne virusne
varijante

pojavljivanje virusnih varijanti-
rezistentnih na telaprevir

djelovanje peginterferona i ribavirina na
rezistentne virusne varijante

HCV RNA

TVR + PR PR

Slika 11. Graficki prikaz trofaznog djelovanja terapijskog rezima telaprevir (TVR) +

peginterferon alfa + ribavirin (PR) (preuzeto i prilagodeno prema Kwong i sur., 2011)

U pocetku terapije kombinacija TVR i PR vrlo uspjesno djeluje na diviji tip virusa (razina HCV RNA
ubrzano opada). Nakon odredenog vremena pojavijuju se virusne varijante rezistentne na TVR i tada
njegovo djelovanje opada, a nastavlja se djelovanje PR kojim se postize konacno smanjenje HCV RNA.

4.5. Razvoj DAA terapije

U narednim godinama dolazi do ubrzanog razvoja izravnih antivirotika za hepatitis C. Njihove
su mete bile NS3/4A proteaza, NS5B RNA ovisna RNA polimeraza i NS5A protein. Zbog
visoke u¢inkovitosti sve su se vise koristile njihove kombinacije, a peginterferon alfa i ribavirin
sve su viSe padali u zaborav. Vecéina odobrenih lijekova bile su upravo takve kombinacije,
uglavnom u jednoj tableti. U Tablici 6. prikazan je kronoloski slijed odobrenja izravnih

antivirotika za hepatitis C.
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Tablica 6. Kronoloski slijed  prvih odobrenja izravnih antivirotika za hepatitis C

(https://www.hepmag.com/blog/hepatitis-c-treatment-history-timeline)

Godina | Odobreni lijekovi — crveno su oznaceni inhibitori NS3/4A proteaze, ljubicasto

inhibitori NS5B RNA ovisne RNA polimeraze i inhibitori NS5A proteina
2011. boceprevir
telaprevir
2013. simeprevir
sofosbuvir
2014. sofosbuvir +
paritaprevir + + ritonavir + dasabuvir

2015.
asunaprevir (Japan)
2016. beklabuvir (Japan)

grazoprevir +

sofosbuvir +

2017. sofosbuvir + + voksilaprevir

glekaprevir +

4.5.1. Novi inhibitori NS3/4A proteaze

Ubrzo nakon razvoja inhibitora NS3/4A proteaze prve generacije (boceprevir i telaprevir),
razvijaju se i inhibitori druge generacije. To je bilo potrebno zbog mnogobrojnih nedostataka
inhibitora prve generacije — djelovanje samo na genotip 1, razvoj virusne rezistencije, potreba
za korisStenjem visokih doza 1 izraZene nuspojave.

Inhibitori druge generacije djeluju reverzibilno nekovaletno. Ostvaruju nekovalentne
interakcije s aktivnim mjestom NS3/4A proteaze te sporo disociraju iz aktivnog mjesta.

lako ih je mnogo bilo u razvoju, samo su neki odobreni i to: simeprevir, paritaprevir,
grazoprevir, voksilaprevir, glekaprevir i asunaprevir (u Japanu).

Svi oni u svojoj strukturi sadrze makrociklicki prsten koji osigurava rigidnost molekule i

optimalnu konformaciju (Slika 12.)
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Novi inhibitori NS3/4A proteaze HCV-a, takoder su, kao i inhibitori prve generacije, razvijani

molekulskim modeliranjem. Medutim, problem genotipske selektivnosti nije u potpunosti bio

rijeSen njihovom razvojem jer ih je vecina i dalje najbolje djelovala na genotip 1, uz nesto

slabija djelovanja na ostale genotipove (de Leuw i Stephan, 2018).

U Tablici 7. i Tablici 8. prikazane su informacije o inhibitorima NS3/4A proteaze druge

generacije.

Grazoprevir

Voksilaprevir
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Slika 12. Kemijske strukture inhibitora NS3/4A proteaze druge generacije (preuzeto i

prilagodeno prema Sharma i sur., 2017)

Tablica 7. Osnovne informacije o inhibitorima NS3/4A proteaze druge generacije (de Leuw i

Stephan, 2018)

Simeprevir

Paritaprevir

Grazoprevir

Djelovanje na

1,4 i 6 —bio odobren

1li4

1li4

od 150 mg jednom
dnevno uz obrok kroz
12-24 tjedna

dozi od 75 mg jednom

dnevno uz obrok kroz

12-24 tjedna (u istoj su
tableti ombitasvir i

ritonavir)

genotipove samo za genotip 1
Najcesce dispneja, mucnina, anemija, mucnina, astenija, mucnina,
nuspojave fotoosjetljivost nesanica, astenija, glavobolja (u
pruritus (u kombinaciji kombinaciji s
s ombitasvirom i elbasvirom)
ritonavirom)
Doziranje oralna kapsula u dozi dvije oralne tablete u | oralna tableta u dozi

od 100 mg kroz 12
tjedana (u istoj je

tableti elbasvir)
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Kombinacije

simeprevir +
peginterferon alfa +
ribavirin
ili
simeprevir +

sofosbuvir + ribavirin

paritaprevir +
ombitasvir + ritonavir
+ dasabuvir
ili
paritaprevir +
ombitasvir + ritonavir
+ dasabuvir + ribavirin
ili
paritaprevir +

ombitasvir + ritonavir

grazoprevir +

elbasvir

+ ribavirin
Koristi se danas Ne Ne Da (u kombinaciji s
elbasvirom)
Voksilaprevir Glekaprevir Asunaprevir
Djelovanje na 1-6 1-6 1,4,5i6 - odobren

genotipove samo za genotip 1
Najcesce glavobolja, mucnina, glavobolja, muénina, | glavobolja, astenija,
nuspojave proljev pruritus osip
Doziranje oralna tableta u dozi | tri oralne tablete u dozi oralna kapsula u

od 100 mg jednom od 100 mg jednom dozi od 100 mg dva
dnevno uz obrok kroz | dnevno uz obrok kroz puta dnevno uz
8-12 tjedana (u istoj | 8-16 tjedana (u istoj je | obrok kroz 24 tjedna
su tableti sofosbuvir i tableti pibrentasvir)
velpatasvir)
Kombinacije voksilaprevir + glekaprevir + asunaprevir +

sofosbuvir +

velpatasvir

pibrentasvir

daklatasvir
ili
asunaprevir +
daklatasvir +
peginterferon alfa +

ribavirin
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Koristi se danas | Da (u kombinaciji s Da (u kombinaciji s u Japanu

sofosbuvirom i pibrentasvirom)

velpatasvirom)

Tablica 8. Farmakokinetika inhibitora NS3/4A proteaze druge generacije (de Leuw i Stephan,
2018)

Lijek Oralna Vrijeme poluzivota | Metabolizam Eliminacija
bioraspolozivost u plazmi (t1)
(%) / utjecaj hrane
Simeprevir | 62% / povecava se kod zdravih dominantno dominantno
uz hranu ispitanika 10-13 h, CYP3A4 fecesom
kod osoba s
hepatitisom C 41 h
Paritaprevir | 50% / povecava se 55h dominantno dominantno
uz hranu (u kombinaciji s CYP3A4 fecesom
ritonavirom 3°)
Grazoprevir 27% / nema 31h dominantno dominantno
utjecaja hrane CYP3A4 fecesom
Voksilaprevir | nepoznat podatak / 33h dominantno dominantno
povecéava se uz CYP3A4 fecesom
hranu
Glekaprevir | nepoznat podatak / 6h dominantno dominantno
povecava se uz CYP3A4 fecesom
hranu
Asunaprevir | 9,3% / povecava se 15-20 h dominantno dominantno
uz masnu hranu CYP3A4 i fecesom
CYP3A5

3 antiretrovirusni lijek koji djeluje kao inhibitor metaboli¢kog enzima CYP3A4 preko kojeg se metabolizira
paritaprevir te se tako postizu vece koncentracije paritaprevira u organizmu
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4.5.2. Inhibitori NS5B RNA ovisne RNA polimeraze

NS5B protein HCV ima funkciju RNA ovisne RNA polimeraze — na temelju postoje¢eg RNA
predloska sintetizira novi RNA lanac. Kao i vecini virusnih polimeraza, i njezina struktura
nalikuje na desnu ruku tj. sadrzi tri domene — dlan, prsti i palac. Aktivno se mjesto nalazi unutar
domene dlana i sadrzi tri o¢uvane aminokiseline — DDD motiv (tri asparaginske kiseline). Te
se tri aminokiseline vezu s dva iona magnezija Koji stabiliziraju Citav kompleks te olakSavaju
nukleofilni napad 3'-hidroksilne grupe prethodnog nukleotida na a-fosfat novodolazeceg
nukleotida (Gentile i sur., 2015).

Blokiranjem ovog enzima sprjecava se stvaranje novih virusnih Cestica te je zato NS5B protein
odli¢na meta djelovanja izravnih antivirotika.

Razvijene su dvije skupine lijekova — nukleotidni (NI) i nenukleozidni inhibitori (NNI).

Jedini nukleotidni inhibitor NS5B RNA ovisne RNA polimeraze koji je prosao sva klini¢ka
ispitivanja i dosao do razine primjene je sofosbuvir ¢ija je kemijska struktura prikazana na Slici
13. Jedna je od hidroksilnih skupina fosfata u njegovoj strukturi zamijenjena amidom
(fosforamidat). Kaskadom enzimskih i kemijskih metaboli¢kih reakcija iz prolijeka u
hepatocitima nastaje aktivni trifosfat. Sofosbuvir je supstrat RNA polimeraze i ugraduje se u
rastu¢i RNA lanac, ali njegova struktura, to¢nije metil na C2', stericki ometa vezanje iduceg
nukleotida — dolazi do terminacije RNA lanca (Gentile i sur., 2015).

Budu¢i da je nukleotidno vezno mjesto na NS5B proteinu isto za sve genotipove HCV-a, te
razli¢ito od veznih mjesta ljudskih DNA i RNA polimeraza, sofosbuvir djeluje selektivno na
virus i to na sve njegove genotipove. Rezistencija nije opazena.

Sofosbuvir je razvijen molekulskim modeliranjem nukleozida. Lijek je morao biti u obliku
monofosfata budu¢i da se nukleozid ne moze fosforilirati u stanici.

Vrijeme poluzivota sofusbuvira je 0,4 h. Hrana mu povecava bioraspolozivost. Dominantno se
metabolizira enzimima Cat A*® i CES1*' te se izlu¢uje urinom.

Najcesc¢e su nuspojave su glavobolja, nesanica, nazofaringitis, pruritus, povisSen bilirubin i
anemija.

Danas se na trziStu nalazi zasebno (moze se kombinirati s ribavirinom) te u fiksnim

kombinacijama s ledipasvirom ili velpatasvirom ili velpatasvirom + voksilaprevirom. U svim

3 katepsin A
37 karboksil-esteraza 1
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se tim opcijama primjenjuje u obliku oralnih tableta u dozi od 400 mg jednom dnevno kroz 8-
24 tjedna, ovisno o kombinaciji i stanju pacijenta. U pocetku se kombinirao i s peginterferonom
alfa i ribavirinom.

Kombinacija sofosbuvira i velpatasvira, odobrena 2016. godine bila je prva odobrena terapija

za sve genotipove — pokazala je visoku u¢inkovitost i male nuspojave (Gentile i sur., 2015).

Dva su nenukleozidna inhibitora NS5B RNA ovisne RNA polimeraze dosla do razine primjene
za lijeCenje hepatitisa C — dasabuvir te beklabuvir u Japanu. Njihove su kemijske strukture
prikazane na Slici 14. Oni djeluju kao alosteri¢ki inhibitori — veZu se na alostericko mjesto na
domeni dlana enzima te uzrokuju konformacijske promjene enzima koje dovode do njegove
neaktivnosti (El Kassas i sur., 2017).

Takoder djeluju selektivno na virus, odnosno ne djeluju na ljudske polimeraze, ali, za razliku
od sofosbuvira, djeluju isklju¢ivo na genotip 1 HCV-a. Problem predstavlja i ubrzani razvoj
rezistencije.

Vrijeme poluzivota dasabuvira je 6 h. Oralna bioraspolozivost iznosi 70% i hrana je dodatno
povecava.

Zbog razvoja boljih lijekova dasabuvir danas vise nije u primjeni. Ranije se primjenjivao u
kombinaciji s paritaprevirom, ombitasvirom i ritonavirom u obliku oralne tablete u dozi od 250
mg dva puta dnevno kroz 12-24 tjedna. Najcesc¢e nuspojave takve kombinacije bile su nesanica,
mucnina i anemija (El Kassas i sur., 2017).

NH

I ch
HsC CH3

Slika 13. Kemijska struktura sofosbuvira (Gentile i sur., 2015)
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Slika 14. Kemijske strukture dasabuvira i beklabuvira (preuzeto i prilagodeno prema El Kassas
i sur., 2017)

4.5.3. Inhibitori NS5A proteina

NS5A protein hidrofilni je fosfoprotein bogat prolinom. Sastoji se od tri domene i u svojoj
strukturi sadrzi ion cinka. Javlja se u dva razli¢ito fosforilirana oblika — p56 i p58. N-terminalni
dio oblikuje amfipatski a-heliks vazan za lokalizaciju NS5A proteina u membranu
endoplazmatskog retikuluma (Gitto i sur., 2017).

Mehanizam djelovanja nije u potpunosti razjasnjen, ali zna se da ovaj protein ima vaznu ulogu
u replikaciji i patogenezi virusa budu¢i da stabilizira replikacijski kompleks te stupa u
interakcije s ostalim virusnim proteinima, ali i s proteinima stanice domacina te tako pomaze
u razvoju i Sirenju virusa. 1z tih je razloga prepoznat kao vrlo dobra meta izravnih antivirotika
za hepatitis C (Gitto i sur., 2017).

Vise je inhibitora NS5A proteina uspjesno proslo klinicka ispitivanja i uslo u primjenu —
ledipasvir, ombitasvir, daklatasvir, elbasvir, velpatasvir i pibrentasvir. Svi se oni vezu na
domenu 1 proteina te ga tako inhibiraju i to djeluju¢i na sve genotipove HCV-a. Veéina se
primjenjivala u kombinaciji s drugim DAA te su u primjeni i danas. Njihove su kemijske
strukture prikazane na Slici 15. (Gitto i sur., 2017)

lako ne i prvi odobreni, prvi otkriveni inhibitor NS5A proteina bio je daklatasvir. Razvijen je
procesima fenotipskog probiranja i pretrazivanja visokog kapaciteta. Fenotipski je probir
postupak u kojem se provjerava dolazi li do promijene odredenog fenotipa stanice nakon
primjene lijeka kandidata. Pretrazivanje visokog kapaciteta je postupak koji omogucava
ispitivanje svojstava puno spojeva u kratkom vremenu (Belema i Meanwell, 2014).

U Tablici 9. i Tablici 10. prikazane su informacije o inhibitorima NS5A proteina.
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Slika 15. Kemijske strukture inhibitora NS5A proteina (preuzeto i prilagodeno prema

go.drugbank.com)
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Tablica 9. Osnovne informacije o inhibitorima NS5A proteina (Gitto i sur., 2017)

glavobolja, mu¢nina

pruritus

Ledipasvir Ombitasvir Daklatasvir
Najcesce nuspojave problemi sa problemi sa umor, glavobolja,
spavanjem, spavanjem, mucnina, mucnina

sofosbuvirom)

Doziranje oralna tableta u dozi | dvije oralne tablete u | oralna tableta u dozi
od 90 mg jednom dozi od 12,5 mg od 60 mg jednom
dnevno uz obrok jednom dnevno uz dnevno kroz 12-24
kroz 12-24 tjedna (u obrok kroz 12-24 tjedna
istoj je tableti tjedna (u istoj su
sofosbuvir) tableti paritaprevir i
ritonavir)
Kombinacije ledipasvir + ombitasvir + /

sofosbuvir paritaprevir +

ritonavir + dasabuvir

ili

ombitasvir +
paritaprevir +

ritonavir + dasabuvir

+ ribavirin
ili

ombitasvir +
paritaprevir +

ritonavir + ribavirin

Koristi se danas Da (u kombinaciji sa Ne Ne
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Elbasvir Velpatasvir Pibrentasvir
Najcesce nuspojave | glavobolja, muc¢nina, problemi sa umor, glavobolja,
bolovi u abdomenu spavanjem, pruritus

glavobolja, osip

Doziranje

oralna tableta u dozi
od 50 mg jednom

dnevno kroz 12-24
tjedna (u istoj je

tableti grazoprevir)

oralna tableta u dozi

od 100 mg jednom
dnevno kroz 12
tjedana (u istoj je

tableti sofosbuvir (i

voksilaprevir))

tri oralne tablete u
dozi od 40 mg
jednom dnevno uz
obrok kroz 8-16
tjedana (u istoj je

tableti glekaprevir)

Kombinacije

elbasvir +

grazoprevir

velpatasvir +
sofosbuvir
ili
velpatasvir +
sofosbuvir +

voksilaprevir

pibrentasvir +

glekaprevir

Koristi se danas

Da (u kombinaciji s

grazoprevirom)

Da (u kombinaciji sa
sofosbuvirom ili
sofosbuvirom i

voksilaprevirom)

Da (u kombinaciji s
glekaprevirom)

Tablica 10. Farmakokinetika inhibitora NS5A proteina (Gitto i sur., 2017)

Lijek Oralna bioraspolozivost | Vrijeme Metabolizam Eliminacija
(%) / utjecaj hrane poluzivota u
plazmi (t1)
Ledipasvir | 76% / povecava se uz 47 h nije izrazen dominantno
hranu fecesom
Ombitasvir | 48% / povecava se uz 21-25h dominantno dominantno
hranu CYP2C8 fecesom
Daklatasvir 67% / nema utjecaja 12-15h dominantno dominantno
hrane CYP3A4 fecesom
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Elbasvir 32% / nema utjecaja 24 h dominantno dominantno
hrane CYP3A4 fecesom

Velaptasvir | 25-30% / nema utjecaja 15h CYP2B6, CYP2C8 | dominantno
hrane i CYP3A4 fecesom

Pibrentasvir nepoznat podatak / 13 h nije izrazen dominantno
povecava se uz hranu fecesom

4.6. Terapija danas

Danas u terapiji hepatitisa C dominiraju izravni antivirotici uz rjedu primjenu ribavirina.

Razlog tome je njihova velika u€inkovitost 1 mali spektar nuspojava. Terapijski rezim ovisi o

genotipu virusa i stanju bolesnika. Vecina ih uklju¢uje kombinacije izravnih antivirotika ¢ime

se postize bolja u¢inkovitost i smanjena moguénost za razvoj rezistencije.

U idu¢im su tablicama (11 — 13) sazeti prikazi terapijskih rezima dostupnih u Republici

Hrvatskoj, kao i njihovih indikacija.

Tablica 11. Lijekovi za hepatitis C dostupni u Republici Hrvatskoj 2021. godine

(https://bfm.hr/hepatitis-c/)

Lijek

Oblik

Doziranje

sofosbuvir

tablete (400 mg)

1 tableta dnevno

sofosbuvir + ledipasvir

tablete (400 mg + 90 mg)

1 tableta dnevno

sofosbuvir + velpatasvir

tablete (400 mg + 100 mg)

1 tableta dnevno

sofosbuvir + velpatasvir +

voksilaprevir

tablete (400 mg + 100 mg
+ 100 mg)

1 tableta dnevno uz obrok

glekaprevir + pibrentasvir

tablete (100 mg + 40 mg)

3 tablete jednom dnevno

uz obrok

grazoprevir + elbasvir

tablete (100 mg + 50 mg)

1 tableta dnevno

Ribavirin

(dodatak DAA kombinacijama

kapsule (200 mg)

2 kapsule ujutro i

3 kapsule navecer

kod dekompenzirane ciroze jetre

ili prisustva NS5A rezistencije)
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Tablica 12. Hrvatske preporuke za lije¢enje bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C bez ciroze

jetre ili s kompenziranom cirozom jetre 2021. godine (https://bfm.hr/hepatitis-c/)

Genotip | Stadij Prethodno | Sofosbuvir + | Glekaprevir | Grazoprevir | Sofosbuvir
fibroze lijeCenje velpatasvir + + elbasvir +
pibrentasvir ledipasvir
F1-F3 ne 12 tjedana | 12 tjedana
1a, 1b, 12 tjedana 8 tjedana (samoza | (genotip 1
2,4,5, genotip 1b) i4)
6 da Ne
kompenz. ne 12 tjedana
ciroza (genotip 1
i4)
da 12 tjedana Ne
F1-F3 ne 12 tjedana 8 tjedana
3 da 8 tjedana
komepnz. ne 12 tjedana uz | 12 tjedana Ne Ne
ciroza da ribavirin ili 16 tjedana
24 tjedna bez
ribavirina

Tablica 13. Hrvatske preporuke za lijecenje djece s kroni¢nim hepatitisom 2021. godine
(https://bfm.hr/hepatitis-c/)

Genotip Dob Sofosbuvir + Glekaprevir +
velpatasvir pibrentasvir
6-12 godina (17-30 kg) 12 tjedana Ne
1-6 6-12 godina (> 30 kg) 12 tjedana Ne
> 12 godina 12 tjedana 12 tjedana



https://bfm.hr/hepatitis-c/
https://bfm.hr/hepatitis-c/

Preporuke za lijecenje bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C s dekompenziranom cirozom jetre
(MELD score® < 18-20%°) bez HCC prije transplantacije 2021. godine su iduée za sve
genotipove: kombinacija sofosbuvira, velpatasvira i ribavirina kroz 12 tjedana ili sofosbuvira i
velpatasvira kroz 24 tjedna (https://bfm.hr/hepatitis-c/).

Preporuka za lijecenje bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C koji su prethodno neuspjesno
lijeCeni izravnim antiviroticima (izuzev prethodno lijeCene kombinacijom sofosbuvira i
ribavirina, koji se lije¢e kako je navedeno u Tablici 12.) 2021. godine je iduca za sve
genotipove: kombinacija sofosbuvira, velpatasvira i1 voksilaprevira kroz 12 tjedana
(https://bfm.hr/hepatitis-c/)

4.7. Terapija sutra

S obzirom na veliku ucinkovitost postoje¢ih lijekova za hepatitis C (> 90%), razvoj novih
lijekova pomalo stagnira. Vecéa se paznja posvecuje smanjenju opéepopulacijske incidencije
hepatitisa C kao i reinfekcije medu rizi¢nim skupinama — zbog zdravstvenih, ali i ekonomskih
razloga (lijekovi za hepatitis C vrlo su skupi i predstavljaju velik trosak za zdravstveni sustav).
Jedan od nacina za postizanje toga je edukacija stanovni$tva o zarazi i putevima prijenosa
HCV-a, ali svakako bi najbolji na¢in bio razvoj cjepiva protiv HCV-a. To je oteZano iz
nekoliko razloga. Prvo, ¢injenica da postoji vise genotipova koji se medusobno razlikuju u 30%
nukleotidne sekvence i koji se dalje dijele u mnostvo podtipova koji se medusobno razlikuju u
15% nukleotidne sekvence. Drugo, HCV ima razvijene mehanizme "skrivanja" od imunosnog
odgovora domacina. Trece, incidencija hepatitisa C nije velika u razvijenim gradovima i
drzavama. Bolest je uglavnom raSirena u zemljama u razvoju gdje je otezano provodenje
klini¢kih ispitivanja. Ipak, znanost se razvija i znanstvenici ne odustaju — iz dana u dan rade na
novim otkri¢ima i na razvoju cjepiva protiv hepatitisa C. Tako je danas u tijeku vise klinickih
ispitivanja usredotocenih na razvoj cjepiva — neka su cjepiva usla i u fazu 2 klinickih ispitivanja
(Todryk i sur., 2021).

Od novijih lijekova valja spomenuti kombinaciju uprifosbuvira (inhibitor NS5B RNA ovisne
RNA polimeraze) i ruzasvira (inhibitor NS5A proteina) koja je trenutno u fazi 3 klinickih

ispitivanja (https://newdrugapprovals.org/2021/06/28/uprifosbuvir/).

38 model for end-stage liver disease — sustav bodovanja za procjenu tezine kroni¢ne bolesti jetre
39 kod bolesnika s MELD scoreom > 18-20 preporuca se prvo obaviti transplantaciju, a zatim zapoceti terapiju
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Takoder se radi na inhibitorima ulaska HCV-a u stanicu — ti bi lijekovi bili korisni u
sluajevima kada je potrebno obaviti i transplantaciju organa zarazenog pacijenta, ali i za
terapiju ostalih pacijenata kako bi se lijeCenje dodatno poboljsalo i skratilo.

Ulazak virusa u stanicu proces je od vise koraka i vise potencijalnih meta djelovanja — mogucée
je djelovati na virusne ili stani¢ne faktore. Potencijalne virusne mete su virusni glikoproteini
vazni za vezanje i fuziju virusa (npr. E2). Potencijalne stani¢ne mete su receptori i faktori koji
osiguravaju vezanje virusa — CD81, SR-B1 i CLDNL. Spojevi koji djeluju na neke od tih meta
ve¢ su u razli¢itim fazama razvoja — npr. mali spoj ITX5061 koji je inhibitor SR-B1 receptora.
Jedna od perspektivnijih strategija jest razvoj monoklonskih protutijela koja bi djelovala na te

virusne ili stani¢ne faktore (Colpitts i sur., 2017).
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5. ZAKLJUCCI

e Hepatitis C je upala jetrenog tkiva uzrokovana istoimenim virusom (HCV) otkrivenim
1989. godine.

e Kilinicki se razlikuju akutni 1 kroni¢ni oblik hepatitisa C.

e HCV je mali RNA virus graden od strukturnih i nestrukturnih proteina, a svi oni imaju
vaznu ulogu u zivotnom ciklusu i patogenezi virusa te su neki od njih iskoristeni kao mete
antivirusnih lijekova.

e Postoji 7 genotipova HCV-a, razli¢ito prisutnih u odredenim dijelovima svijeta.

e HCV se prenosi iskljuCivo parenteralnim putem (dijeljenje igala i Sprica, tetoviranje 1
stavljanje piercinga nesteriliziranim priborom te sli¢ni postupci koji ukljucuju koristenje
pribora koji je bio u dodiru sa zarazenom krvi).

e Vecina oboljelih s kroni¢nim hepatitisom C je asimptomatsko desetlje¢ima — simptomi se
uglavnom razvijaju kada je jetra ve¢ jako oStecena.

e Za dijagnostiku hepatitisa C razvijeni su seroloski testovi, antigenski testovi i testovi
amplifikacije nukleinske kiseline.

e Prvi lijekovi koji su se koristili za lije¢enje hepatitisa C bili su neizravni antivirotici
odnosno djelovali su na imunosni sustav domacina, a ne na sam virus — (peg)interferon
alfa i ribavirin. Slaba u¢inkovitost i brojne nuspojave bile su nedostatak ovih lijekova.

e Godinama su se postepeno proucavale potencijalne virusne mete za nove generacije
izravnih antivirotika — oni ostvaruju djelovanje preko inhibicije NS3/4A proteaze, NS5B
RNA ovisne RNA polimeraze ili NS5A proteina virusa.

e |zravni antivirotici pokazuju veliku u¢inkovitost i dobru podnosljivost s malo nuspojava.

e Danas su u primjeni razli¢ite kombinacije izravnih antivirotika kako bi se poboljsala
ucinkovitost te smanjio rizik razvoja rezistencije na terapiju.

e Bududi cilj je razvoj cjepiva protiv HCV-a i potpuna eliminacija virusa iz populacije.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. Sazetak

Hepatitis C je upalna bolest jetre uzrokovana virusom hepatitisa C otkrivenim 1989. godine.
Virus se prenosi parenteralnim putem i predstavlja veliki javnozdravstveni problem, osobito u
nerazvijenim zemljama gdje je izrazena nedostupnost sterilnog medicinskog pribora i lijekova.
U pocetku se bolest lijecila neizravnim antiviroticima — (peg)interferonom alfa i ribavirinom
koji su djelovali imunomodulatorno, a ne na sam virus. Oni nisu uvijek bili u¢inkoviti te su
imali Siroki spektar nuspojava.

Istrazivanjem virusa i njegove Strukture, otkrivene su specificne virusne mete te nove
generacije izravno djelujuéih antivirusnih lijekova. To su inhibitori NS3/4A proteaze, NS5B
RNA ovisne RNA polimeraze i NS5A proteina. Sve su te mete vazne za zivotni ciklus virusa
te njihova inhibicija dovodi do postupne eliminacije virusa iz domacina. Problem potencijalnog
razvoja otpornosti na lijekove rjeSava se primjenom kombinacija izravnih antivirotika.
Danasnji lijekovi pokazuju veliku u¢inkovitost (> 90%) i dobru podnosljivost te je daljnji cilj

razvoj cjepiva protiv HCV-a i potpuna eliminacija virusa iz opce populacije.
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7.2. Summary

Hepatitis C is an inflammatory liver disease caused by hepatitis C virus, which was discovered
in 1989. The virus is blood-borne and represents a big public health problem, especially in
developing countries where sterile medical supplies and medicines are usually unavailable.
At first hepatitis C was treated with indirect antivirals — (peg)interpherone alpha and ribavirin,
which have immunomodulatory effect. They were not always so effective and they also had a
wide spectrum of side effects.

Through research on virus and its structure, specific viral targets and a new generation of direct
acting antivirals were discovered. These are inhibitors of NS3/4A protease, NS5B RNA
dependent RNA polymerase and NS5A protein. All of those targets are important for life cycle
of a virus and their inhibition leads to gradual elimination of the virus from the host. The
problem of potentially developing a resistance to these drugs is solved thorugh the use of drug
combinations.

Today's medicines are very effective (> 90%) and have good endurability. Therefore, the goal
in the future is to develope antiviral vaccine which would lead to the global elimination of
hepatitis C.
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