Uloga mutanata virusa hepatitisa B u lijecenju
kronicne HBV infekcije

Files, Ilvana

Master's thesis / Diplomski rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:163:902946

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-18

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:902946
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:149
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:149
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:149

Ivana File$

Uloga mutanata virusa hepatitisa B u lijeCenju
kroni¢ne HBYV infekcije

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2015.



Ovaj diplomski rad prijavljen je na kolegiju Molekularna biologija s genetickim
inZzenjerstvom SveuciliSta u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta 1 izraden na

Zavodu za biokemiju i molekularnu biologiju pod struénim vodstvom doc. dr. sc. Sandre
Suprahe Gorete.

Zahvaljujem svojoj mentorici doc. dr. sc. Sandri Suprahi Goreti na strucnom vodstvu,
uloZenom vremenu, strpljenju i ugodnoj suradnji prilikom izrade ovog diplomskog rada.
Hvala mojoj obitelji na bezuvjetnoj ljubavi i podrsci tijekom cijelog skolovanja.
Takoder, hvala svim prijateljima i kolegama koji su mi uljepSali studentsko razdoblje.



SADRZAJ

Lo UVOD bbb bbbttt n s 1
2. OBRAZLOZENJIE TEME .....oooiiiiiiieteeeeeeee et nes sttt 3
3. MATERIJALI I METODE ..ottt 4
4., REZULTATI I RASPRAVA ...ttt 5
4.1. Virus hepatitisa B (HBV) ....c..ooiiiieeie sttt 5
4.2, AKUENI NEPALITIS B.....c.viiiieieieiii ettt ne e e reenne e 10
4.3. Kronicni hepatitis B ........coiiiiiiiiiiiiiiii e 11
o = o 1o (< g o] [T [ - S OP 12
4.6. HBV KIGSITIKACIJA.......ccviiiieiiice e 14
A.7. DIJAGNOSTIKA ...c.veveieitieiieiieie ettt bbbt 16
4.8, PIEVEINCIJA .. veueiviee stttk b bbbttt ettt b bttt 18
4.9, LIJECOIMIE ..otttk b ekt b et bt n e ne e 19
410, IMIULBCTJ ...ttt bbbttt bbbttt 28
4.10.1. HBSAQG MULACTIE ....coveevieeeee ittt sttt sttt 29
4.10.2. MUtaCije gena Pre-C/C ..o 30

4.10.3. MULACTIE X BN ...ttt ettt bbbt 32
4.10.4. Mutacije rezistencije na antivirusne lJeKOVe .........ccoeoeiiiiiiiciiiiiecee, 33
4.10.5. HBV mutacije u HBV/HIV i HBV/HCV koinficiranih pacijenata.................. 36

B, ZAKLIUCAK ..ottt 37
B. LITERATURA ..ottt bbbt bt et 38
7. SAZETAK/SUMMARY ...ccouiimiimiimeiseiseessesssasssessssssssssss st sssssssssssens 44
7.0, SAZELAK .....vieiiiie ettt a e res 44

7.2, SUMIMAIY ..ottt ettt e et e e ssb e e e st e e e aab e e e bt e e e st e e e bbe e e beeeenseeeanbneenntes 45

8. Temeljna dokumentacijska KartiCa...........cccueiiueeiiiiiiiiie e 46

9. BaSiC dOCUMENTALION CAIT ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 47



1. UVOD

Hepatitis B je upala jetre koja nastaje infekcijom virusom hepatitisa B (HBV). Uglavnhom
pocinje akutnom upalom jetre koja u 95% slucajeva prolazi spontano i bez posljedica. Kod
vrlo malog postotka inficiranih osoba akutni hepatitis B prelazi u kroni¢ni oblik. Takva
kroni¢na infekcija predstavlja visok rizik za razvoj ciroze ili hepatocelularnog karcinoma,

zbog ¢ega je potencijalno smrtonosna.

Hepatitis B predstavlja jedan od najvec¢ih zdravstvenih problema ¢ovjecanstva. Prema nekim
procjenama trenutno je u cijelom svijetu kroni¢no zarazeno oko 240 milijuna ljudi, a oko 1

milijun umire svake godine od posljedica infekcije (www.who.int).

Virus se prenosi isklju¢ivo s ¢ovjeka na covjeka putem tjelesnih tekuc¢ina kao §to su krv,
krvna plazma, slina, urin, sperma, vaginalni sekret i majc¢ino mlijeko. Naj¢es¢i put prijenosa u

Europi kod odraslih su seksualni kontakti s inficiranim osobama.

Od 1982. godine dostupno je cjepivo koje je 95% ucinkovito u prevenciji infekcije i razvoja
kroni¢ne bolesti jetre uzrokovane HBV virusom. U Republici Hrvatskoj se od 1999. godine,
prema Programu obveznih cijepljenja, protiv hepatitisa B cijepe djeca u 6. razredu osnovne

Skole, a od pocetka 2007. godine 1 sva novorodencad.

Akutni hepatitis B ne zahtjeva lijeCenje, osim ako se radi o ozbiljnoj akutnoj infekciji pri
¢emu se daju nukleoz(t)idni analozi koji poboljSavaju prezivljavanje i smanjuju vjerojatnost
reakcijskog hepatitisa. Cilj lijeCenja kroni¢ne infekcije je kontrola razmnozavanja virusa ¢ime
se pokuSava kontrolirati stupanj oStecenja jetre. Vise je lijekova koji dokazano imaju
antivirusni uc¢inak i koriste se u lijecenju hepatitisa B, a to su: lamivudin, adefovir, entekavir,

telbivudin, tenofovir, konvencionalni i pegilirani interferon-alfa.

Dijagnoza bolesti postavlja se nakon temeljitog pregleda bolesnika, putem rezultata krvnih
pretraga i po mogucénosti u¢injene biopsije jetre. Klinickim pregledom utvrduje se prisutnost

simptoma osipa ili zutila koze, povecanje jetre ili slezene kao 1 nakupljanje suviska tekucine u
tijelu. Krvne pretrage obuhvacaju testove jetrene funkcije (ALT, AST, bilirubin, albumin i

protrombinsko vrijeme) te seroloske markere hepatitisa (antigeni HBsAg, HBeAg, HBCAg,
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protutijela anti HBs, anti HBe, anti HBc, anti HBc-IgM te virusna HBV DNA). Biopsija jetre
sluzi za kvalitativnu 1 kvantitativnu mikroskopsku procjenu stupnja bolesti (Vcev i Begic,

2008).

Usprkos postojanju cjepiva, infekcija virusom hepatitisa B (HBV) jo$ uvijek je visoko
prisutna u cijelom svijetu i predstavlja znacajan faktor morbiditeta i mortaliteta. Vecina se
pacijenata oporavi od akutne infekcije, dok oni kod kojih prijede u kroni¢ni oblik bolesti
imaju veliki rizik od razvoja komplikacija kao $to su hepatocelularni karcinom, ciroza i
zatajenje jetre. Na infekciju hepatitisom B moze utjecati mnogo ¢imbenika, kao Sto su
imunoloski status osobe, starost u vrijeme infekcije i razina virusne replikacije. Otkrice
postojanja razli¢itih genotipova i njihove povezanosti s razli¢itim zemljopisnim podjelama
kao 1 znanje vezano uz razli¢ite vrste mutanata pridonijelo je boljem razumijevanju prirode

HBYV infekcije i omogucdilo bolju brigu za pacijente (http://www.hepatos.hr).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Infekcija virusom hepatitisa B glavni je uzrok akutne i kroni¢ne upale jetre te njenih
dugoro¢nih komplikacija. To je najvarijabilniji virus medu DNA virusima, najvise zbog svog
jedinstvenog zivotnog ciklusa koji ukljucuje aktivnost reverzne transkriptaze, enzima sklonog

pogreskama 1 vrlo visoku proizvodnju virusa po danu.

Mutacije virusa mogu nastati spontano ili pod utjecajem cjepiva, antivirusnih lijekova,
monoklonskih protutijela, hepatitis B-imunoglobulina (HBIg), a opisane su u akutnom
hepatitisu, fulminantnom hepatitisu, kroni¢nom hepatitisu, u reinfekciji nakon transplantacije
jetre 1 u imunokompromitiranih osoba. Postoje 4 tipa klinicki zna¢ajnih mutacija virusa: divlji
HBV, pre-core-mutacija, core-promotor mutacija i YMDD mutacija (Bradari¢ i Vucelic,
2006).

Razumijevanje ucestalosti 1 klinickih implikacija razli¢itih virusnih mutacija doprinosi
poboljsanju dijagnosti¢kih postupaka, prikladnijem planiranju imunizacijskih programa i

stvaranju najucinkovitijih terapijskih protokola (Lazarevi¢, 2014).



3. MATERIJALI | METODE

Prilikom pisanja ovog diplomskog rada pretrazena je literatura iz PubMed baze podataka
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed), te znanstveni radovi iz javno dostupnih znanstvenih

casopisa.

Takoder su koriStene smjernice Svjetske zdravstvene organizacije: Guidelines for the

prevention, care and treatment of persons with chronic hepatitis B infection.

Kao izvor informacija koriStene i su mrezne stranice:

http://www.hepatos.hr
http://www.microbiologybook.org
http://www.who.int
http://lwww.hzjz.hr
http://www.drugbank.ca


http://www.hepatos.hr/
http://www.microbiologybook.org/
http://www.who.int/
http://www.hzjz.hr/

4. REZULTATI | RASPRAVA

Virus hepatitisa B (HBV)

Virus hepatitisa B pripada porodici Hepadnavirusa koja obuhvacda i razli¢ite vrste slicnih
virusa sisavaca (Orthohepadnavirus) i ptica (Avihepadnavirus). HBV virion (Daneovo
tjelesce) okrugla je Cestica promjera 42 nm s vanjskom lipoproteinskom ovojnicom, unutar
koje se nalazi virusna nukleokapsida ili jezgra (core) koja se sastoji od virusne DNA, HBcAg,
DNA polimeraze/reverzne transkriptaze, protein kinaze i HBeAg. Osim viriona, serum i
hepatociti inficiranih osoba sadrzavaju veliku koli¢inu subvirusnih c¢estica koje nisu
infektivne jer ne sadrzavaju virusnu DNA, no izrazito su imunogene te stimuliraju produkciju
niza neutralizirajuc¢ih protutijela, $to je iskoriSteno u izradi cjepiva. Svi se Hepadnavirusi

razmnozavaju uz DNA-polimerazu (Burek, 2005).

P protein

HBsAg
o~

sfericna cestica
promjera oko 20 nm

= -._f = =
; f'
jezgra \

membrana

filamentozna festica
duljine do 200 nm

Slika 1. Virus hepatitisa B (Dane-ova Cestica).



Genom virusa ¢ini mala kruzna DNA koja sadrzi Cetiri gena (oko 3200 parova baza) s
djelomicno preklapaju¢im okvirima ¢itanja (ORF). ORF kodiraju protein polimeraze (P gen),
tri povrsinska proteina — “surface” (pre-S/S gen), proteinski omota¢ nukleokapside — “core”
(pre-C/C gen) i X-protein (X gen) (Pavi¢, 2005).

Pre-S/S gen kodira tri virusna povrSinska proteina: S, pre-S1 ili L-protein te pre-S2 ili M-
protein. Najbrojniji je pre-S1 protein, poznatiji kao HBsAg, molekularne mase 24 kDa.
Funkcija proteina M (pre-S2) nije poznata, dok L-protein (pre-S1) ima klju¢nu ulogu u
vezanju virusa za receptore na stanici domacina, u razlaganju virusa i njegovu oslobadanju u
stanici (Vuceli¢ 1 sur., 2005). Razvoj stanicne i humoralne imunosti na HBsAg $titi od

infekcije, a rekombinantni HBsAg je temelj trenutno dostupnog HBV cjepiva (Lee, 1997).

Gen pre-C/C kodira peptid nukleokapsidne virusne jezgre (HBcAQ) i protein pre-C koji se
posttranslacijski modificira u 16 kDa protein HBeAg. Kad su peptidi HBcAg eksprimirani na
povrsini hepatocita, oni induciraju stani¢ni imuni odgovor koji je kljuCan za uklanjanje
inficiranih stanica. HBeAg je marker virusne replikacije, no nije nuzan za replikaciju virusa,
budu¢i da su mutanti virusa s inhibiranim prijepisom ,,precore* sekvence podjednako

replikativni (Vuceli¢, 2005).

P-regija genoma odgovorna je za kodiranje DNA polimeraze (P), koja ujedno ima ulogu
reverzne transkriptaze (RT) za sintezu komplementarne DNA iz RNA kalupa. Unutar
polimeraze nalazi se visokokonzervirani slijed aminokiselina YMDD (tirozin, metionin,
aspartat, aspartat) koji ima ulogu u vezanju nukleozida, a mutacije u toj regiji imaju vazne

terapijske implikacije.

X-regija genoma kodira X-protein (HBX) koji modulira transdukcijske signale u stanici
domacina 1 aktivator je transkripcije genoma virusa, a pretpostavlja se da ima ulogu u razvoju
hepatocelularnog karcinoma. Potreban je za replikaciju in vivo i Sirenje virusa (Bradari¢ i
Vucelié, 2006).



DNA polimeraza

Slika 2. Genom HBV. Kruzni DNA genom virusa hepatitisa B sadrzi cetiri gena: S gen koji
kodira mali, veliki i srednji HBsAg, C gen kodira HBcAg i HBeAg, P gen kodira DNA
polimerazu i X gen kodira HBxAg. Svi poznati ORF nalaze se na antisense (-DNA) lancu.

Mehanizam kojim HBV 1 ostali Hepadnavirusi inficiraju hepatocite jo§ nije potpuno
razja$njen. Zivotni ciklus virusa zapolinje vezanjem na nepoznat specifian receptorski
kompleks. Pokazano je da je pre-S1 domena potrebna za vezanje i pocetak infekcije. Nakon
ulaska viriona i gubitka ovojnice, nukleokapside se prenose do stani¢ne jezgre. U jezgri se
virusna *DNA nit kompletira do postizanja potpune dvolancane DNA molekule i krajevi se
spajaju tvore¢i kovalentno zatvorenu kruznu DNA (cccDNA). cccDNA ima vrlo dugo
poluvrijeme zivota unato¢ Cinjenici da nije integrirana u stani¢ni genom i ponasa se kao
glavni transkripcijski uzorak virusa (Lazarevi¢, 2014). Ta molekula sluzi kao mali kromosom
po kojem se sintetizira kompletna molekula RNA, koju polimeraza zapakira u virusnu ¢esticu
unutar koje se uz aktivnost reverzne transkriptaze sintetizira novi DNA genom. Tako cccDNA
u jezgri hepatocita moze u svakom trenutku potaknuti replikaciju virusa. Veéina antivirusnih
lijekova ima malen ili nikakav utjecaj na cccDNA $to je razlog ponovne pojave HBV DNA
nakon prekida terapije (Burek, 2005). Virusna cccDNA se pomocu stani¢ne RNA polimeraze
Il prepisuje u mMRNA. Za razliku od retrovirusa, DNA virusa hepatitisa B se obi¢no ne
ugraduje u staniénu DNA. Budu¢i da virusna DNA sadrZzi Cetiri promotora, transkripcijom se
dobivaju Cetiri mRNA razli¢ite duzine koje imaju isti kraj 1 poliadenilirani (poly A) rep. Jedna
od tih mRNA duza je od genomske DNA te je istovremeno i pregenomska RNA i model za

sintezu proteina jezgre. Dvije manje mRNA daju povrSinske proteine (HBsAg), imaju 3
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razli¢ita startna kodona pa se prevode u tri proteina razli¢ite veli¢ine (L, M 1 S). Najmanja
mRNA od 700 baza kodira za protein HBx ¢ija uloga nije u potpunosti razjaSnjena.
Pregenomska RNA napusta jezgru i u citoplazmi se kapsulira. Dolazi do reverzne
transkripcije pomo¢u DNA polimeraze, pri ¢emu —DNA djelomicno prepisuje u +DNA. Sama
polimeraza se na kraju veze za 5'- kraj —-DNA gdje i ostaje. Pupanjem kroz membranu
endoplazmatskog retikuluma i/ili Golgijevog tijela virus stjece HBsAg te vezikularnim

transportom izlazi iz hepatocita.

8. Pregenomska RNA se

1. HBV se veZe za okruzuje kapsomerama e

; % o ®
povréinski receptor  § g § 9 *RNAse %% o o
na membrani ggatt prepisuje u -DNA - e 2o
domacéina s 4 e o

% g b > e ©°
A 50 80 ©

10.-DNAse ¢ & 3 =

dielomiéno g "l“ 7. Translacija
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2. FuzijaHBV-a s
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g ez 6. Pregenomska
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DNA virusnih proteina
+
g%, 4. Ulazak DNA u -

TTTTTTTTT T T TR TTTTT TTT TTTTTTT TTTTTTTT T T TTTTTT
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5. Transkripcija s
DNA umRNA II:)
N
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membrani

Slika 3. Replikacija HBV-a (Hunt, 2011)

A. Vezanjem za povrsinski receptor dolazi do spajanja virusne i stanicne membrane te ulaska
kapside u citoplazmu.

B. Virusna DNA ulazi u jezgru te se uz virusni enzim DNA polimerazu kompletira +DNA
lanac, povezuju se krajevi i nastaje cccDNA. Pomocu stanicne RNA polimeraze Il prepisuje se
cccDNA u mRNA. mRNA ulazi u citoplazmu gdje translacijom dobivamo virusni omotac,
jezgru, polimerazu, HBx i HBcAg. Pregenomska RNA se kapsulira, nakon cega dolazi do
reverzne transkripcije uz DNA polimerazu. 1z pgRNA sintetizira se —DNA, koja se zatim
djelomicno prepisuje u +DNA .

C. Pupanjem kroz membranu endoplazmatskog retikuluma i/ili Golgijevog tijela virus stjece

HBsAg i napusta stanicu.



Klinic¢ka slika 1 ishod infekcije ovise o imunosnom odgovoru domacina. Moguca su dva
oblika infekcije: replikativni — formiranje kompletnih virusnih Cestica i nereplikativni —
sinteza samo HBsAg. Nereplikativni tip infekcije karakterizira pozitivan HBSAg i antiHBe,
negativan HBeAg, niski nivo HBV DNA, minimalne upalne promjene u jetri ili bez njih,
normalne aminotransferaze, uz dobru prognozu.

U 20-30% nositelja HBSAg razvije se reaktivacija hepatitisa B s porastom alanin-
aminotransferaza (ALT) i HBV DNA, s HBeAg-serokonverzijom ili bez nje, sve Cesto u
asimptomatskom obliku, no katkada sa slikom koja imitira akutni virusni hepatitis. Aktivna
replikacija virusa definirana je povisenim ALT ili pozitivnom HBV DNA. Sam virus nije
citopatogen, ve¢ je hepatitis posljedica imune destrukcije stanica inficiranih virusom. Tome u
prilog govori Cinjenica da imunodeficijentne osobe imaju blagi akutni hepatitis, no vrlo ¢esto

ostaju kroni¢ni nositelji virusa (Vince, 2005).

Imuni odgovor ukljucuje glavni kompleks tkivne snosljivosti (MHC) tip II, CD4+
pomoc¢nicke stanice i MHC tip I, CD8+ citotoksi¢ne T-limfocite (CTL). CTL je usmjeren na
brojne epitope unutar jezgre virusa, polimerazu, proteine omotaca, a djelovanje pomoc¢nickih
T-limfocita na C i P-proteine u akutnoj infekciji. Za razliku od akutne infekcije, u kroni¢noj
infekciji stani¢ni odgovor T-limfocita je oslabljen. Humoralni odgovor je snazan i trajan,

premda u nositelja nema antiHBs jer u cirkulaciji prevladava HBsAg (Vucelic i sur., 2005).

Infekciju HBV-om mozemo podijeliti u 4 faze. Prva faza je imunosna tolerancija na virus. U
zdravih odraslih ljudi, ovo je period inkubacije koji traje dva do Cetiri tjedna. Nasuprot tome,
kod neonatalne infekcije ovaj period Cesto traje desetlje¢ima. Ova faza karakterizirana je
visokom razinom HBV DNA, s malo ili bez simptoma te normalnom razinom
aminotransferaza. U drugoj fazi se imunoloski odgovor pojafava Sto vodi do stimulacije
citokina i direktne lize stanica te upalnog procesa. Sekrecija HBeAg se nastavlja, a razina
HBV DNA opada sa smanjenjem broja inficiranih stanica. U slu¢aju akutne infekcije, ovo je
faza simptomatskog hepatitisa i obi¢no traje tri do Cetiri tjedna. Simptomi su nespecifi¢ni, a
ukljucuju poviSenu temperaturu, umor, bol u zglobovima i misi¢ima, zuticu, mu¢ninu, gubitak
apetita. Kod kroni¢ne infekcije faza 2 moze trajati deset i viSe godina, vode¢i do ciroze i
njenih komplikacija. Razina ALT-a raste, a HBV DNA u krvi se smanjuje. Kad imuni sustav
domacina uspije eliminirati inficirane stanice ili uvelike smanjiti njihov broj, aktivna virusna
replikacija zavrSava i1 nastupa faza 3. U trecoj fazi HBeAg viSe nije prisutan, a protutijela na

HBeAg se mogu detektirati. Dolazi do znacajnog smanjenja virusne DNA, iako su mnogi
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pacijenti pozitivni na HBV DNA koja se detektira pomo¢u PCR-a, metodom umnoZavanja
DNA lan¢anom reakcijom polimeraze. Razina aminotransferaza postaje normalna, a infekcija
prakticki zavrSava. Unato¢ tome, pacijenti ostaju HBsAg pozitivni, vjerojatno zbog integracije
S gena u genom hepatocita domaéina. Cetvrta faza je imuna faza, HBV DNA se vi§e ne moze
detektirati 1 pacijent nije podlozan reinfekciji. Faktori koji utjeCu na ove cCetiri faze infekcije
su geneticke predispozicije domacina, prisutnost drugih virusa, lijeCenje imunosupresivima,

spol i pojava HBV mutanata (Lee, 1997).

Istrazivanjima je pokazano da neke osobe koje imaju “dobar imuni odgovor* na infekciju
HBV-om (produkciju antiHBs, antiHBe i antiHBc) imaju u jezgri hepatocita, stanicama
gusteraCe i leukocitima periferne krvi cccDNA, koja se u uvjetima imunosupresije moze
reaktivirati i dovesti ponovno do replikativne faze bolesti u 20-50% kroni¢nih nositelja
(Bradari¢ 1 GoSev, 1999).

AKUTNI HEPATITIS B

Otprilike u 70% pacijenata akutni hepatitis B prolazi asimptomatski. Inkubacijski period
moze varirati od 40 do 140 dana, nakon ¢ega se javljaju nespecificni simptomi kao $to su
malaksalost, gubitak apetita, muc¢nina ili bol ispod desnog rebrenog luka. Temperatura je
rijetko povisena i nikad ne prelazi 38°C. Zutica obi¢no traje 2-3 tjedna, nakon &ega slijedi
oporavak. Ekstrahepatalni znakovi koji se javljaju su bol u zgobovima, svrbezZ te urtikarija.
Tipicni znakovi akutne infekcije uklju¢uju lagano povecanu i bolnu jetru, blago povecanje
slezene 1 limfnih ¢vorova. Inkubacijski period karakterizira visoka viremija, ali bez klini¢kih 1
biokemijskih znakova oStecenja jetre $to potvrduje da HBV nije citopatogen, ve¢ do oStecenja
dolazi razvojem imunog odgovora, koji uzrokuje nekrozu hepatocita. Nakon klirensa virusa

nestaju HBsAg 1 HBeAg, a pojavljuje se cirkulirajuc¢i antiHBs.

Fulminantni hepatitis

U 0,1-1% pacijenata nastaje fulminantni hepatitis koji se javlja kao klini¢ki sindrom hepatitisa
B u akutnoj 1 kroni¢noj latentnoj HBV infekciji te kao reaktivacijski hepatitis. Posljedica je
snaznog imunog odgovora na jedan ili viSe virusnih antigena, hiperaktivaciji CD8+CTL |
profilu proupalnih citokina i medijatora upale. Klini¢ka slika ukljucuje akutno iznenadno

zatajenje jetre s edemom mozga, poremecaj svijesti do kome, difuzna krvarenja, metabolicke
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poremecaje, razvoj hepatorenalnog sindroma, kardiopulmonalne komplikacije i infekcije
(Jindal 1 sur., 2013). Edem mozga je uobicajeni uzrok smrti kod fulminantnog hepatitisa.
Mutanti hepatitisa B koji ne mogu sintetizirati HBeAg posljedi¢no su odgovorni za nedostatak
imunotolerancije prema divljem tipu virusa S$to moze takoder pogodovati razvoju

fulminantnog hepatitisa.

KRONICNI HEPATITIS B

Kroni¢ni hepatitis B definira kontinuirana prisutnost HBsAg u krvi dulje od Sest mjeseci.
Prirodni tijek HBV infekcije odreden je interakcijom izmedu replikacije virusa i imunog
odgovora domacina. Ukoliko imuni odgovor nije dovoljno snazan, infekcija postaje kroni¢na.
To je slucaj kod perinatalno stecene infekcije koja u 95% slu€ajeva prelazi u kronic¢ni oblik.
Markeri kroni¢ne infekcije su HBsAg, HBeAg i HBV DNA. Tijekom vremena infekcija
prelazi u drugu fazu kada se razvija imuni odgovor i dolazi do jetrenog oSte¢enja koje moze
napredovati do ciroze. Smatra se da je perzistentna replikacija virusa mjerena vrijednostima
HBV DNA u serumu klju¢na za procjenu rizika od razvoja ciroze i potrebu za lijeCenjem.
Titar virusa obi¢no je nizi nego u akutnoj infekciji, a stalna viremija upuéuje na stalnu
replikaciju virusa s obzirom da je poluZivot HBV-a priblizno 1 dan. Kod pacijenata koji
razviju protutijela na HBeAg koncentracija virusa u krvi opada. Virus moZze mutirati u
varijante koje ne eksprimiraju HBeAg (HBeAg negativni kroni¢ni hepatitis) i takvi pacijenti
pokazuju visoku HBV replikaciju uz teze komplikacije bolesti. Oko 3-5% odraslih zaraZenih
osoba takoder moZe razviti kroni¢nu infekciju, koja slijedi isti obrazac kao perinatalno ste€ena
kroni¢na infekcija (D'Souza i Foster, 2004). Vecina kroni¢no inficiranih osoba desetlje¢ima je
asimptomatska i umire uslijed komorbidnih stanja (najéesc¢e kardio i cerebrovaskularnih), a
manji postotak inficiranih ima simptomatske egzacerbacije, u smislu akutizacije hepatitisa.
Ipak u 15-25% ljudi s kroni¢nim hepatitisom B dolazi do razvoja ciroze ili HCC-a (Véev i
Begi¢, 2008).

Okultni hepatitis B

Prema definiciji okultni hepatitis B (OBI) je stanje HBV infekcije u kojem se virus replicira, a
u krvi zarazenih osoba nema osnovnog biljega, HBsAg. HBV-DNA je u krvi uglavnom
nedokaziva, dok se moze dokazati u jetri. NajceS¢i razlozi okultne HBV infekcije su:

nereplikativna ili slabo replikativha faza HBV infekcije, mutacije, virusna interferencija,
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perzistencija nakon ozdravljenja (Burek, 2008). Najveca ucestalost okultnog hepatitisa B je u
populacijama visokog rizika kao §to su bolesnici na hemodijalizi ili anti HCV pozitivne
osobe. Problem kod stanja okultnog hepatitisa je Sto su takve OBI infekcije uglavnom
asimptomatske, a izuzetno je vazno detektirati OBI u davatelja krvi, organa ili tkiva koji su

opasni za imunokomprimitirane primatelje (Mihaljevi¢, 2012).

Reaktivacijski hepatitis B

Reaktivacijski hepatitis javlja se u osoba s okultnom ili preboljelom HBV infekcijom. Oc¢ituje
se nakon prestanka davanja imunosupresivne terapije i o€ituje se naglim porastom HBV-DNA
u krvi. Simptomatski, bolest se javlja od stupnja asimptomatskog odgovora pa do

fulminantnog hepatitisa. Smrtnost kod reaktivacijskog hepatitisa krec¢e se od 5-40%.

EPIDEMIOLOGIA

Distribucija HBV-a znacajno varira u razli¢itim dijelovima svijeta. Prevalencija kroni¢ne
HBYV infekcije kategorizira se kao visoka, srednja ili niska. Dob u vrijeme infekcije utjece na
ucestalost infekcije.

U podru¢jima s visokom prevalencijom, kao §to su jugoisto¢na Azija, Kina i subsaharska
Afrika 70-95 % populacije ima infekciju u nekom periodu zivota i vise od 8% su kroni¢ni
prenosioci virusa. U takvim podruc¢jima vecéina infekcija javlja se tijekom ranog djetinjstva.
Podrucja srednje prevalencije su istona i juzna Europa, Bliski istok, Japan i dio Juzne
Amerike, gdje 10-60% populacije ima dokaz prisutne ili preboljele infekcije, a 2-7% su
kroni¢ni prenosioci. Ovdje je Cest akutni hepatitis jer se mnoge infekcije javljaju kod
adolescenata i1 odraslih, ali je takoder odrZana visoka ucestalost kroni¢ne bolesti zbog
infekcije novorodencadi i djece. U ovim su podrucjima putovi prijenosa razli€iti i ukljucuju
sve dobne skupine.

Pojavnost HBV-a niska je u vecini razvijenih zemalja Sjeverne Amerike, zapadne i sjeverne
Europe i u Australiji, gdje samo 5-7% ljudi dolazi u kontakt s virusom, od ¢ega je 0.5-2%
kroni¢no oboljelih. Vecéina infekcija javlja se kod adolescenata i odraslih ljudi, i to kod
rizi€nih skupina kao §to su ovisnici o intravenskim drogama, homoseksualci, zdravstveni

djelatnici i pacijenti na hemodijalizi ili transfuziji krvi (Hou i sur., 2005).
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HBsAg prevalencija

B >8% - visoka
2-7% - srednja
<2% - niska

Slika 4. Geografska distribucija kroni¢ne HBV infekcije

Virus hepatitisa B prenosi se kontaktom sa zarazenim tjelesnim teku¢inama, a jedini prirodni
domadin je covjek. Trenutno su poznata 3 nacina prijenosa: perinatalni, spolni i
parenteralni/perkutani prijenos. Najvaznije sredstvo prijenosa je krv, a znacajni Su i Sjemena
tekuc¢ina 1 slina. HBV se ne prenosi zaraZzenom vodom, hranom, insektima i ostalim
vektorima, a nije dokazan ni prijenos zrakom ili fecesom.

Prije nego Sto je cjepivo protiv HBV-a ukljuc¢eno u rutinski imunizacijski program, udio djece
zarazene perinatalnim prijenosom s HBsAg pozitivnih, ali HBeAg negativnih majki bio je 10-
30%. Prijenos s majki koje su HBsAg i HBeAg pozitivne bio je 70-90%. Tri su nacina
prijenosa s inficirane majke na dijete: transplacentarni prijenos u uterusu, natalni prijenos pri
porodu 1 postnatalni prijenos preko maj¢inog mlijeka. S obzirom da do transplacentarnog
prijenosa dolazi prije rodenja, HBV cjepivo 1 HBIg ne mogu sprijeciti ovaj put zaraze. Djeca
zarazena perinatalno imaju 90% Sanse za razvoj kroni¢ne infekcije, vjerojatno zbog
nerazvijenog imunog sustava. Takoder se transplacentarnim prijenosom HBeAg moze razviti
imunoloska tolerancija na HBV u fetusu (Xu, 1985).

Spolni nacin prijenosa virusa Cest je u svim dijelovima svijeta, posebno u podru¢jima niske
prevalencije kao S§to je Sjeverna Amerika (Alter, 2003). Rizi¢ni faktori su homoseksualnost
kod muskaraca, Cesta promjena spolnih partnera, druga spolna bolest 1 pozitivan seroloski
nalaz na sifilis (Alter i Mast, 1994).

Parenteralni prijenos ukljucuje transfuziju krvi, dijalizu, akupunkturu, intravensku upotrebu

droga, tetoviranje. lako se prijenos putem transfuzije zadnjih godina uvelike smanjio zbog
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provjere krvi na HBV markere 1 isklju¢ivanjem rizi¢nih davatelja krvi, prijenos je mogué
ukoliko je nositelj virusa HBsAg negativan i nema simptome. U Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama i Zapadnoj Europi upotreba intravenskih droga vazan je put prijenosa. Do zaraze
moze do¢i i za vrijeme operacija, dentalnih zahvata, obrezivanja i sl. (Margolis i sur., 1991).
Rizik za razvoj kroni¢nih komplikacija kod spolnog i parenteralnog prijenosa je nizak, manje
od 5% (Hyams, 1995).

HBV KLASIFIKACIA

Zbog velike geneticke varijabilnosti HBV se klasificira u 10 genotipova (A-J) i oko 40
subgenotipova koji se razlikuju po geografskoj distribuciji, nadinu prijenosa, progresiji
bolesti, odgovoru na antivirusnu terapiju ili cjepivo te klinicki ishod bolesti. Razli¢iti

genotipovi razlikuju se u slijedu nukleotida za vise od 7,5%, a subgenotipovi za najmanje 4%.

Prije molekularne analize i otkrica PCR-a klasifikacija HBV sojeva temeljila se na
imunoloskoj heterogenosti HBsAg. HBV sojevi bili su podijeljeni na 9 serotipova
(subtipova): aywl do ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg-, adrq+. Razvojem DNA sekvenciranja
otkriveno je da su specifi¢ne aminokiseline na poziciji 122 (d ili y) i 160 (r ili w) u velikoj
hidrofilnoj regiji (MHR) HBsAg-a zasluzne za tu vrstu podjele (Kramvis i sur., 2008).
Subtipovi d 1 w imaju lizin na obje pozicije, dok arginin na obje pozicije upucuje na subtip y
ili r. Ostale aminokiseline koje odreduju subtip nalaze se na pozicijama 127, 144, 145, 158,
159, 1771 178.

Tijekom zadnjeg desetlje¢a ova klasifikacija zamijenjena je genotipiziranjem (Kidd-
Ljunggren i sur., 2002). Najpouzdanija metoda odredivanja genotipa i subgenotipa HBV-a
filogenetska je analiza nukleotidnih sljedova cijelog genoma. Moze se izvoditi i na
pojedina¢nim genima umjesto na cijelom genomu, posebno HBV povrSinskom (S) genu, ali
rezultati parcijalnog sekvenciranja nisu prikladni za odredivanje subgenotipa (Hardie i

Williamson, 1997).

Razlike izmedu genotipova primijeCene su na viSe razina. Viroloske razlike nastale su
prilagodbom i evolucijom sojeva kroz vrijeme te insercijom i delecijom slijeda u genomu.
Duljina HBV genoma varira od 3182 bp kod najkra¢ih (genotip D) do 3248 bp kod najduzih

genotipova (G). Kod genotipa G postoje 2 stop kodona u sredisSnjoj (,,core) regiji zbog Cega
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ovaj soj virusa nema mogucnost sekrecije HBeAg. Takoder G1896A precore (PC) mutacija
koja onemogucéuje ekspresiju HBeAg zbog stop kodona u ,,precore® regiji najcesce se javlja
kod genotipa D, dok je rijetka kod genotipova A, F i H. Nadalje, A1762T and G1764A/T
,basal core promoter* (BCP) mutacije povezane s napredovalom bolesc¢u jetre ceS¢e su kod
genotipa A i D. Nukleotidne varijacije i delecije u pre-S regiji takoder su vezane uz specifi¢ni
genotip. Veca prevalencija uo¢ena je kod genotipa C u usporedbi s genotipom B. Genotipovi
A, B, C, D i F imaju vec¢u geneticku raznolikost unutar skupine i dijele se na subgenotipove,
dok genotipovi E, H, G i | nemaju dovoljnu heterogenost da bi bili podijeljeni u podskupine
(Pourkarim i sur., 2014).

Epidemioloske studije pokazuju razlike u geografskoj distribuciji i putu prijenosa izmedu
razlicitih genotipova.

HBYV genotip A ve¢inom je pronaden u sjeverozapadnoj Europi i Sjevernoj Americi, a neki
sojevi genotipa A pronadeni su na Filipinima, Hong Kongu i Jugoisto¢noj Africi, $to je
posljedica bliskog kontakta sa Sjevernom Amerikom, posebno tijekom proslog stoljeca.
Genotip B 1 C pripada domorodackom stanovnistvu Jugoistocne Azije. Genotip C je posebno
Cest kod populacije juznih pacifickih otoka gdje je prevalencija HBV-a visoka.

Genotip D je najSire rasprostranjen i pronaden posvuda, s najveCom prevalencijom u pojasu
koji se proteze od Juzne Europe 1 Sjeverne Afrike do Indije, u zapadnoj 1 juznoj Africi te
medu korisnicima intravenskih droga u cijelom svijetu.

Genotip E naden je u zapadnoj i juznoj Africi. Genetski je najsli¢niji genotipu D, a glavna je
razlika sto nema deleciju 33. nukleotida na pocetku pre-S1 regije, koja je zajednicka svim
sojevima genotipa D.

originalni genotip Novog Svijeta jer pokazuje najmanje homologije s dosad opisanim
sojevima primata.

Genotip G pronaden je u Francuskoj 1 Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, a genotip I u
isto¢noj Indiji. Najnoviji genotip J utvrden je u Japanu, a sekvenciranje HBV DNA pokazalo
je da se filogenetski nalazi izmedu humanih sojeva i sojeva primata, §to moze pomoéi u
otkrivanju podrijetla HBV-a. Prevalencija razliCitih genotipova ovisi i o migracijama
stanovniStva, pa Cak i obrascima ponasanja (HIV koinfekcija) pri ¢emu se neocekivano javlja
genotip koji nije prevladavajuci na tom podrucju.

Opcenito se HBV prenosi preko zarazenih tjelesnih tekuéina, no put prijenosa ovisi i o

genotipu virusa. Dokazano je da HBV genotip utjeCe i na progresiju bolesti te kreiranje
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prikladne antivirusne terapije. Nema generalne suglasnosti o stupnju virulentnosti pojedinog
genotipa, no smatra se da genotip C koji ima najvecu prevalenciju u jugoisto¢noj Aziji,

uzrokuje teze posljedice nego drugi genotipovi (Kidd-Ljunggren i sur., 2002).

DIJAGNOSTIKA

Akutni virusni hepatitis obi¢no je samoograniavajuceg tijeka bez rezidua jetrene lezije i
virusne replikacije, a manifestira se na sljede¢im razinama:

1. Klini¢kom slikom sa tipi¢nom simptomatologijom

2. Biokemijskim nalazima: naglim porastom bilirubina i aminotransferaza

3. Seroloskim markerima: virusnim antigenima 1 protutijelima

4. Patohistoloskim promjenama u jetri

Danas se dijagnostika kronicnog virusnog hepatitisa B sastoji od klasicne seroloske
dijagnostike kojom se dokazuju antigeni virusa (HBsAg, HBeAg, HBCAQ) i protutijela
domacina (antiHBs, antiHBe, antiHBc) nastala na antigenski podrazaj, te dijagnostike
virusnog genoma (HBV DNA) u serumu metodama molekularne biologije. Patohistoloski
nalaz jetre izuzetno je vazna dijagnosticka metoda jer upucuje na stupanj funkcionalnog

oStecenja jetre, a time odreduje terapijski pristup (VEev 1 Begi¢, 2008).

Seroloski biljezi koji se mogu utvrditi adekvatnim testovima (RIA, ELISA, PCR), mogu
pomoci ne samo u utvrdivanju etioloske dijagnoze HBV infekcije ve¢ u velikoj mjeri ukazati
na stadije akutne infekcije, stupanj infektivnosti te progresiju prema ozdravljenju ili
kronicitetu. Osim dokazivanja biljega bitna je i dinamika njihovog pojavljivanja i nestajanja.
Temelj dijagnoze akutnog virusnog hepatitisa su poviSeni jetreni enzimi alanin-
aminotransferaze i aspartat-aminotransferaze (20 do 100 puta), obi¢no s koncentracijama
ALT>AST. Enzimi aminotransferaze su dobar pokazatelj aktivnosti bolesti, a bilirubin i

protrombinsko vrijeme se odreduju za procjenu tezine bolesti.

HBsAg se kao prvi biljeg HBV-infekcije pojavljuje u serumu 1-12 tjedana nakon ekspozicije,
odnosno 2-8 tjedana prije pojave prvih klinickih znakova bolesti i najrelevantniji je biljeg za
dijagnozu HBV-infekcije. U vrijeme pojave HBsAg 75-100% hepatocita inficirano je

virusom. Titar virusa u akutnoj infekciji je vrlo visok, &esto 10°-10™ viriona po mililitru.
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HBsAQg nestaje u 90-95% odraslih osoba koje su oboljele od akutnog hepatitisa B u nekoliko
tjedana do 6 mjeseci od pocetka bolesti, dok u ostalih ostaje trajno, §to oznacava perzistentnu
infekciju. U 5-8% kroni¢nih nositelja HBsAg dolazi do spontane eliminacije HBsAg, nakon
Cega se uz ranije prisutan anti-HBc pojavi i anti-HBs. U oko 10% osoba s akutnim
hepatitisom B HBsAg se ne pojavljuje na pocetku bolesti, pa je za postavljanje dijagnoze
vazan pozitivni antiHBc-IgM, rastuéi titar antiHBc ili kasnija pojava antiHBs. U kroni¢no
inficiranih osoba nadene su fluktuacije titra HBsAg te se u pojedinim fazama infekcije
perzistira.

HBCcAGg je vezan uz jezgru HBV-a. Ovaj antigen se ne moze direktno dokazati u serumu zato
jer je obavijen HBsAg. Svaki neoblozeni HBcAg reagirati ¢e sa svojim specificnim
protutijelom (antiHBc) ¢ime se blokira njegova detekcija. Premda se odredenim postupcima
ovakav HBcAg iz seruma mozZe izdvojiti u Ccistoj formi i dokazati, to za prakti¢ne
dijagnosticke svrhe nema potrebe.

IgM antiHBc pojavljuje se brzo nakon infekcije i nestaje za 6-24 mjeseca, N0 moze se
ponovno pojaviti u egzacerbaciji kroni¢nog hepatitisa. U pravilu, pozitivan IgM antiHBc uz
patoloske jetrene testove upucuje na akutnu HBV-infekciju, dok negativan IgM antiHBc znaci
da akutni hepatitis nije uzrokovan HBV-om.

IgG antiHBc takoder se mozZe naéi rano, prije pojave simptoma bolesti, i moze perzistirati
duZe od 10 godina nakon izljecenja te je najvazniji biljeg prethodne infekcije. Pozitivan je u
fazi “prozora” kada je HBsAg postao negativan, a antiHBs se jo$ nije pojavio.

Pojava antiHBs u akutnoj infekciji oznacava ozdravljenje, a pojavljuje se neposredno nakon
nestanka HBsAg. U rijetkim slu¢ajevima se, u akutnoj infekciji 1 u kroni¢noj bolesti, mogu
dokazati istodobno HBsAg i antiHBs. U cijepljenih se osoba antiHBs nalazi kao jedini marker
HBV-a. Titar antiHBs je nakon prirodne infekcije u pravilu visi nego u cijepljenih osoba.
HBeAg se javlja istodobno ili brzo nakon HBsAg. Vazan je biljeg replikacije virusa i
infektivnosti, a ima i prognosticko znacenje. U akutnoj infekciji obi¢no nestaje za 1-2
mjeseca. Perzistencija HBeAg duze od 10 tjedana upucuje na kronicitet, a uz perzistentan
HBsAg i pozitivnu HBV DNA znaci kroni¢nu bolest jetre.

AntiHBe ima obi¢no nizi titar od antiHBc i antiHBs. Dijagnosticko znacenje antiHBe
razjasnjeno je otkricem mutacije DNA HBYV na poziciji 1896 u pre-core regiji, Sto rezultira
nemogucnoscéu sinteze HBeAg. Osobe inficirane ovom mutacijom HBV-a ¢esto imaju visu
HBV-viremiju i tezi klini¢ki oblik bolesti. HBV-viremija karakterizira replikativhu fazu

bolesti.
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Cirkuliraju¢a HBV DNA dokazuje se metodama amplifikacije karakteristi¢nih slijedova
DNA. PCR-metoda dopusta identifikaciju i vrlo niske razine HBV DNA u serumu,
leukocitima periferne krvi i u drugim stanicama. U akutnoj infekciji je odredivanje HBV
DNA rezervirano samo za situacije kada ostali biljezi HBV infekcije ne mogu rijesiti
dijagnosticki problem. Kod kroni¢ne infekcije pozitivna HBV DNA dokaz je replikativne faze
bolesti u HBeAg-pozitivnim i HBeAg-negativnim bolesnicima, a posebno je vazno pracenje
viremije kod procjene odgovora na antivirusnu terapiju (Lesnikar, 2005, Ganem i Prince
2004).

PREVENCIJA

Sirenje hepatitisa B moZe se prevenirati provijerom donirane krvi, plazme, organa, sjemena,
inaktivacijom virusa u produktima dobivenim iz plazme, savjetovaliStima za smanjenje rizika
te uvodenjem prakse kontrole infekcije. Medutim, najudinkovitija metoda prevencije je
rutinska imunizacija novorodencadi. Sigurno i uéinkovito cjepivo protiv hepatitisa B dostupno
je od 1982. godine. Primjena cjepiva protiv HBV-a ima tri cilja: prevenciju klini¢ki
manifestne bolesti, prevenciju razvoja kroni¢nog hepatitisa i prevenciju transmisije virusa.

U Republici Hrvatskoj se od 1999. godine, prema Programu obveznih cijepljenja, protiv
hepatitisa B cijepe djeca u 6. razredu osnovne Skole, a od pocetka 2007. godine 1 sva
novorodencad. Cijepljenje se provodi u tri doze. Prvom dozom cjepiva novorodence se cijepi
nakon poroda, najbolje ve¢ tijekom prva 24 sata Zivota, §to se moze primijeniti istodobno s
BCG cjepivom. Druga doza slijedi u drugome mjesecu Zivota uz HiB cjepivo, a treca je
predvidena s navrSenih Sest mjeseci (VCev 1 Begi¢, 2008). U ozujku 2015. godine donesena je
odluka da se odmah nakon poroda cijepe samo djeca HBsSAg pozitivnih majki, uz primjenu
HBIg prema postekspozicijskoj shemi, a ostala djeca se cijepe s navrSena 2 mjeseca Zivota,
zatim 4 i 6 mjeseci. Pri tome se koristi kombinirano cjepivo protiv difterije, tetanusa,
hripavca, hemofilusa tipa b, djecje paralize i hepatitisa B (http://www.hzjz.hr).

U pocetku je cjepivo dobivano iz procisS¢ene plazme kao HBsAg, no danas se primjenjuje
rekombinantna DNA tehnologija. Rekombinantnom tehnologijom i koriStenjem kloniranih
HBV S gena koje eksprimira Saccharomyces cerevisiae dobivene su dvije formulacije cjepiva
protiv HBV. Za populaciju odraslih primjenjuje se 3x1.0 ml Engerix B ili Recombivax
cjepiva u deltoidni miSi¢ intramuskularno prema shemi 0,1,6 mjeseci. U preko 90%
cijepljenih je serokonverzija uspjesna, Sto znaci da je postignuti titar protutijela na HBSAg

>10 mIU/ml. Neki ¢imbenici domacina kao §to su puSenje, debljina ili starija dob mogu
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utjecati na slabljenje imunog odgovora. U slabih se reaktora moze s dodatne 2-3 doze cjepiva
u 50% slucajeva dobiti zadovoljavajuca serokonverzija. U tih je osoba preporucljivo rabiti

viSu dozu cjepiva, isto kao i1 kod bolesnika na hemodijalizi i imunodeficijentnih osoba.

Hepatitis B cjepivo se koristi 1 kao postekspozicijska profilaksa u novorodencadi HBsAg
pozitivnih majki. Ako se primjeni hepatitis B cjepivo u tri doze s imunoglobulinima (HBIg) u
novorodencadi majki koje su HBsAg i HBeAg pozitivne, spre¢ava se akutna ili kroni¢na
infekcija hepatitis B virusom u 89-98% slucajeva. Osobama koje su dosle u sluéajni kontakt s
HBsAg-pozitivnim bioloskim materijalom daje se cjepivo po shemi 0, 1, 6 (unutar 24 sata do
7 dana nakon ekspozicije). Cijepe se samo HBsA(g, antiHBc i antiHBs-negativne osobe. Moze
se primijeniti i HBIg u dozi od 0,07 ml/kg za odrasle, no efikasnost nije sa sigurnoscu

dokazana u prevenciji seksualnog prijenosa HBV-a (V¢ev i Begic, 2008).

U zemljama niske i srednje prevalencije cijepe se samo ciljane skupine s povecanim rizikom:
medicinski djelatnici i ostali koji su u kontaktu sa zarazenim osobama, djeca kroni¢no
inficiranih Zena, intravenski narkomani, homoseksualci 1 heteroseksualci s viSe partnera

(http://www.who.int).

LIJECENJE

Za akutni hepatitis B obi¢no nije indicirana antivirusna terapija zbog niskog rizika od razvoja
kroni¢ne bolesti, osim eventualno u bolesnika starijih od 60 godina i imunokompromitiranih
bolesnika. Lijecenje fulminantnog hepatitisa temelji se na istim principima kao i lijjeCenje
akutne insuficijencije jetre druge etiologije: sprecavanje hipoglikemije, ogranienje unosa
bjelancevina, “sterilizacija” crijeva, hemodijaliza kod kreatinina >400 pmol/L, primjena
hipertoni¢nih otopina, antagonista benzodiazepina, kardiotonika, antiaritmika, antisekretornih
lijekova 1 hiperventilacija (spreCavanje edema mozga). Sve navedeno ne mijenja bitno
prognozu bolesti, stoga se obavlja transplantacija jetre (Bradari¢ i Vuceli¢, 2006).

Cilj lijecenja kroni¢nog hepatitisa B je supresija replikacije HBV-a te indukcija remisije

jetrenih bolesti prije nego se razvije ciroza ili hepatocelularni karcinom.

Danas postoje dvije vrste lijekova koji se koriste u terapiji kroni¢ne hepatitis B virusne

infekcije:
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o Pegilirani interferon alfa-2a kao monoterapija je jedina vremenski ogranicena terapija

koja traje 48 tjedana, odnosno godinu dana

e Nukleoz(t)idni analozi — lamivudin, adefovir, entekavir, tenofovir, telbivudin —
lijekovi koji duzom primjenom dovode do rezistencije i podrazumijevaju dozivotnu

terapiju

lako svi nukleoz(t)idni analozi djeluju na HBV polimerazu, njihov mehanizam djelovanja je
razli¢it. Adefovir inhibira ,,priming*“ reverzne transkripcije; lamivudin, tenofovir i telbivudin
inhibiraju sintezu virusnog (-) lanca DNA,; entekavir inhibira tri glavne faze HBV replikacije.
Osim mehanizma djelovanja razlikuju se i u farmakokinetici, kapacitetu inhibicije i razvoju
rezistencije. Prednosti NA u odnosu na terapiju interferonom su smanjen broj nuspojava i
oralna primjena jedne doze lijeka dnevno. lako je sigurnosni profil i podnosljivost NA
opcenito dobra, pri dugotrajnoj upotrebi do izrazaja dolazi mitohondrijska toksi¢nost.
Klinicke manifestacije mogu biti hematoloski poremecaji, periferna neuropatija, miopatije i
lakti¢na acidoza. S obzirom da se svi NA izlucuju putem bubrega potrebno je prilagodavati

njihovu dozu prema klirensu kreatinina.

Glavne prednosti interferona pred NA su odsutnost rezistencije i vea stopa sniZzavanja
HBeAg i HBsAg. Medutim, nedostaci su nizak odgovor na terapiju (manje od 50%), visoki
troSkovi, injekcijska primjena te Ceste nuspojave, zbog Cega je iskljuena primjena kod
velikog broja ljudi, pogotovo u okolnostima limitiranih sredstava (www.who.int). Tijekom
lijecenja interferonom redovite su nuspojave kao Sto je sindrom slican gripi, umor,
agresivnost, ispadanje kose, depresija, sklonost bakterijskim infekcijama, dok ozbiljnije
nuspojave ukljucuju dekompenzaciju aktualne bolesti jetre, disfunkciju Stitnjace, pernicioznu
anemiju, sistemski lupus eritematodes, kardijalne, pluéne, metabolicke, neuroloSke i
psihijatrijske bolesti (Lesnikar, 2005). Kontraindikacije za primjenu interferona su
dekompenzirana ciroza i povecana slezena, bolest Stitnjace, autoimune bolesti, teske bolesti
koronarnih arterija, transplantacija bubrega, trudnoca, psihi¢ke bolesti, upotreba odredenih
lijekova, retinopatija, trombocitopenija i leukopenija. Takoder, interferoni se ne mogu koristiti
kod djece mlade od godinu dana i kod trudnica (www.who.int).

Prema kriterijima EASL-a (European Association for the Study of the Liver) terapija
kroni¢nog hepatitisa B evaluira se na osnovi 3 kriterija: razine serumskih aminotransferaza,
serumske razine HBV DNA i stupnju odnosno stadiju histoloskih promjena (Morovi¢ i Hrstic,
2013).
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Terapija je preporucljiva:

a) u bolesnika s trajno povisenim ALT-om (>2x od normalne razine) i dokazanom viremijom
b) u bolesnika s blagim povisenjem ALT-a i cirozom jetre

c) u bolesnika s HDV-superinfekcijom, koinfekcijom HCV-om i HIV-om, s teSkim
ekstrahepatalnim manifestacijama bolesti te u bolesnika na imunosupresivnoj terapiji kod

kojih postoji ozbiljan rizik od reaktivacije B-hepatitisa

Terapija nije indicirana:

a) u bolesnika s niskom viremijom (<105 kopija/ml) i normalnim ALT-om

b) u bolesnika s blagim povisenjem ALT-a bez ciroze (uz trajno pracenje ALT-a)
c) u akutnom hepatitisu B u imunokompetentnih osoba

d) u trudnica (Vuceli¢ i sur., 2005)

HB ANTIVIRUSNI LIJEKOVI

Pegilirani interferon alfa-2a

Interferon alfa je prirodni citokin s imunomodulatornim antivirusnim djelovanjem. U lijeCenju
se primjenjuje pegilirani oblik, §to zna¢i da ima vezanu molekulu polietilen glikola, kako bi
imao duZe djelovanje. Proizvodi se rekombinantnom tehnologijom, a primjenjuje se
supkutano jednom tjedno.

Bolesnike za interferonsku terapiju treba odabrati prema vjerojatnosti terapijskog odgovora. U
HBeAg pozitivnih bolesnika znacajno veca vjerojatnost terapijskog odgovora (u oko tre¢ine
bolesnika) moze se oéekivati ako je razina ALT-a visoka, razina HBV DNA niska i kod
genotipova A 1 B. U HBeAg negativnih bolesnika terapijski odgovor je ¢eS¢i u slu€aju niske
razine HBV DNA, visoke razine ALT-a, u Zena i kod genotipova B i C (bolesnici s genotipom
D imaju slabi terapijski odgovor). U pracenju terapijskog odgovora na pegilirani interferon od
prognosticke je koristi odredivanje razine HBsAg titra (nakon 12 i 24 tjedana terapije), koji je
u korelaciji s razinama HBV DNA i HBeAg odnosno kovalentno vezanom cirkularnom DNA
(cccDNA). Prednost terapije pegiliranim interferonom alfa-2a je svakako u ogranicenom
vremenu terapije (48 tjedana), odsustvu rezistencije i mogucnosti klirensa HBeAg, ali i1
HBsAg u odredenih bolesnika 1 spada u terapiju prvog izbora u lijecenju kroni¢nog hepatitisa
B.

Njegova nedovoljna uporaba pripisuje se nuspojavama koje moze izazvati i prepreka su za

mnoge bolesnike, pa se terapija ¢eSc¢e provodi peroralnim analozima nukleotida i nukleozida.
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Od 1992. godine kada je FDA odobrila interferon alfa-2b, koji je tada bio prvi antivirusni
lijek, do danas ih je odobreno joS§ Sest: pegilirani interferon alfa-2a, lamivudin, adefovir-
dipivoksil, entekavir, telbivudin i tenofovir. Neinterferonski lijekovi se primjenjuju peroralno,

a doza za odrasle je 1 tableta dnevno.

Lamivudin

Lamivudin (3TC) je analog citozina koji se ugraduje na njegovo mjesto i dovodi do
terminacije sinteze DNA lanca i tako zaustavlja replikaciju HBV. Intracelularno se fosforilira
u aktivni 5'-trifosfatni metabolit, lamivudin-trifosfat, koji se ugraduje u virusnu DNA
pomocu HBV polimeraze. Zbog nedostatka 3'-OH skupine ugradenog nukleozidnog analoga,
ne dolazi do stvaranja 5'-3' fosfodiesterske veze koja je potrebna za produljenje DNA lanca, a
time se prekida sinteza virusne DNA, odnosno replikacija virusa. Dnevna doza za odrasle je
100 mg, u obliku tablete ili oralne otopine.

Ucinkovit je u bolesnika s fibrozom i uznapredovalom cirozom. Pokazano je da se ucestalost
fibroze 1 nastanak hepatocelularnog karcinoma moze znacajno smanjiti. LijeCenje
lamivudinom je dugotrajno i potrebno je nekoliko godina da se postigne HBe serokonverzija,
a lijeCenje se prekida tek kada HBV DNA u krvi bude nedetektabilna. Terapija lamivudinom
nije viSe terapija izbora zbog visokog potencijala rezistencije, do 70% nakon 5-godiSnje
terapije, iako se HBeAg serokonverzija javlja ¢ak u oko 50% bolesnika nakon 5 godina. U

slu€aju nastanka rezistencije alternativna terapija izbora je tenofovir.

NH,

Slika 5. Struktura lamivudina

Adefovir dipivoksil
Adefovir dipivoksil je prolijek adefovira. Adefovir je aciklicki nukleotidni analog adenozin

monofosfata, koji se uz stani¢ne kinaze fosforilira u aktivni metabolit adefovir-difosfat.
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Adefovir-difosfat inhibira HBV DNA polimerazu, tako §to se ugraduje u virusnu DNA i
dovodi do terminacije sinteze DNA lanca. Dnevna doza za odrasle je 10 mg.

Prvi od nukleotidnih analoga odobren za terapiju kroni¢nog hepatitisa B danas je stavljen u
drugi terapijski red, jer poput lamivudina uzrokuje visoku ucestalost rezistencije (do 30%
nakon 5 godina terapije). U slucaju nastanka rezistencije alternativna terapija izbora je

entekavir ili tenofovir ako bolesnik nije ranije primao nukleoz(t)idne analoge.
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Slika 6. Struktura adefovir dipivoksila

Entekavir

Entekavir je analog gvanina sa selektivnim djelovanjem protiv HBV-a. U stanici se fosforilira
do aktivnog trifosfatnog oblika te ugraduje u DNA, inhibiraju¢i tako sve tri aktivnosti HBV
polimeraze: pripremanje HBV polimeraze (eng. priming), reverznu transkripciju negativnog
lanca iz pregenomske mRNA i sintezu pozitivnog lanca HBV DNA. Dnevna doza za odrasle
je 0.5 mg, ili 1 mg u slucaju prijasnje rezistencije na lamivudin ili telbivudin. U obliku tablete
ili oralne otopine uzima se na prazan zeludac jer hrana bitno smanjuje apsorpciju lijeka.
Ranije je opisana ucinkovitost i prednost nukleozidnog analoga entekavira u odnosu na
lamivudin, a pokazalo se 1 da je znatno ucinkovitiji od adefovira u postizanju brze virusne
supresije i klirensu HBV-a nakon 48 tjedana terapije. Entekavir posjeduje visoku genetsku
barijeru i vrlo rijetko nastaje rezistencija - nakon 6 godina terapije u 1,2% bolesnika. U
slu¢aju nastanka rezistencije alternativna terapija izbora je tenofovir. Entekavir spada u

terapiju prvog izbora u lije¢enju kroni¢nog hepatitisa B.
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Slika 7. Struktura entekavira

Telbivudin

Telbivudin je analog timidina sa specifiénim djelovanjem protiv hepatitis B virusa. U stanici
se fosforilira u aktivni metabolit, telbivudin-5'-trifosfat, koji se ugraduje umjesto prirodnog
supstrata, timidin-5'-trifosfata i dovodi do terminacije sinteze DNA te prekida replikacije
virusa. Primjenjuje se u obliku tableta ili oralne otopine u dozi od 600 mg dnevno.

Telbivudin je posljednji iz serije nukleozidnih analoga odobren za terapiju kroni¢nog
hepatitisa B, a pokazao je znacajnu supresiju HBV DNA nakon 2 godine terapije i u HBeAg
pozitivnih (60%) i HBeAg negativnih bolesnika (88%). U tom smislu telbivudin se pokazao
uc¢inkovitijim i od lamivudina i adefovira. Medutim, ucestalost rezistencije nakon 2 godine
terapije je oko 22% u HBeAg pozitivnih i oko 9% u HBeAg negativnih bolesnika. U slucaju

nastanka rezistencije alternativna terapija izbora je tenofovir.

O

OH

Slika 8. Struktura telbivudina
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Tenofovir disoproksil fumarat

Tenofovir disoproksil fumarat je prolijek tenofovira. Tenofovir je analog adenozina, Kkoji
zahtjeva inicijalnu diestersku hidrolizu prolijeka, a zatim uzastopnu fosforilaciju do aktivnog
metabolita, tenofovir-difosfata. Kao i drugi NA ugraduje se u virusnu DNA umjesto
prirodnog supstrata, a zbog nedostatka 3'-OH skupine uzorokuje terminaciju sinteze DNA i
zaustavlja replikaciju virusa. Za lijeCenje kroni¢nog hepatitisa B dnevna doza za odrasle je
600 mg, u obliku tablete ili praska za oralnu primjenu. Biodostupnost se povecava ako se lijek
uzima uz obrok bogat mastima.

Tenofovir je nukleotidni analog koji je pokazao najbolju trajnost antivirusnog odgovora sa
supresijom HBV DNA u gotovo 100% i HBeAg pozitivnih i HBeAg negativnih bolesnika
nakon 4 godina terapije. Do danas nije dokazana rezistencija na tenofovir. Tenofovir
disoproksil fumarat spada u terapiju prvog izbora u lijecenju kroni¢nog hepatitisa B (Morovi¢

i Hrsti¢, 2013, www.drugbank.ca).
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Slika 9. Struktura tenofovir disoproksil fumarata
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Lijecenje posebnih populacija:
a) Trudnice

Cilj terapije kroni¢nog hepatitisa B u trudno¢i je odrzavanje jetrene funkcije i1 sprjeCavanje
prijenosa HBV infekcije na dijete. U pravilu se antivirusna terapija preporuca u slucaju visoke
razine HBV DNA (> 6-7*° kopija/ml) u odsustvu ciroze, osobito u zadnjem trimestru
trudnoce, a u slucaju ciroze odmah, s nastavljanjem iste terapije i redovitih kontrola i nakon
poroda. U slucaju neplanirane trudnoce tijekom terapije kronicnog hepatitisa B terapija se
moze prekinuti 1 pratiti razine HBV DNA 1 ALT ili se moze prije¢i na lijekove dozvoljene u

trudno¢i. S obzirom da nema dovoljno pokazatelja o prijenosu nukleoz(t)idnih analoga
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mlijekom, dojenje ostaje upitno. Lijekovi dozvoljeni u trudno¢i koji pripadaju kategoriji B su
lamivudin, telbivudin i tenofovir. Cijepljenje protiv hepatitis B u trudno¢i je potpuno sigurno

(Han i sur., 2012).

b) Djeca

Opcenito je prihvaceno da se lijece samo djeca s aktivnom, progresivnom ili tezom bolesti, s
cirozom, u slucaju koinfekcije s HDV ili u slucaju imunokompromitiranosti. Ostalu djecu s
kroni¢nom HBV infekcijom se redovito kontrolira. Kod djece mlade od 18 godina odobreni
su lamivudin (kod starijih od 1 godine) i entekavir (kod starijih od 16 godina), adefovir
dipivoksil i tenofovir disoproksil fumarat (kod starijih od 12 godina) te interferon alfa-2b (kod

starijih od 1 godine) (Jonas i sur., 2010).

c) Koinfekcija

HCV koinfekcija javlja se u 7-15% bolesnika s kroni¢nim hepatitisom B, a pracena je obi¢no
tezim tijekom bolesti 1 ve¢om ucestalosti ciroze i hepatocelularnog karcinoma u odnosu na
monoinfekcije. U slu¢aju dominantne HCV infekcije prva linija terapije je pegilirani
interferon 1 ribavirin, ali uz redovito prac¢enje HBV replikacije za vrijeme 1 nakon zavrSetka
terapije jer moze do¢i do HBV reaktivacije nakon eradikacije HCV. Istodobno se mogu
primjenjivati nukleoz(t)idni analozi §to je u slucaju bolesnika s cirozom pokazalo dobre
rezultate. U slucaju koinfekcije s HDV-om terapija izbora je pegilirani interferon tijekom 48
do 72 tjedana, a u slucaju visoke koncentracije HBV DNA u terapiju se moze ukljuciti
potentni nukleotidni analog kao $to je tenofovir. Koinfekcija s HIV-om je, kao i s HCV-om,
najcesc¢a kod intravenskih ovisnika, a nerijetko se javlja i trojna infekcija. Smatra se da je oko
25% HIV bolesnika koinficirano s HCV-om i 5-10% s HBV-om. U slucaju koinfekcije i s
HDV dolazi do supresije replikacije HBV i HCV te brze progesije fibroze jetre. Terapijske
indikacije u slucaju HIV/HBV koinfekcije su iste kao u HBV monoinfekciji. Uc¢inkovitost
protiv oba virusa pokazali su lamivudin, tenofovir i emtricitabin - nukleozidni analog koji se
koristi u obliku lijeka zajedno s tenofovirom. Kombinacija tenofovira i emtricitabina je ujedno
1 terapija izbora u HIV/HBV koinfekciji (Morovi¢ 1 Hrsti¢, 2013).

d) Bolesnici na imunosupresivnoj ili citostatskoj terapiji

Kod kroni¢nih nosioca virusa koji su ujedno na imunosupresivnoj ili citostatskoj terapiji u 20-

50% slucajeva javit ¢e se reaktivacija HBV infekcije. U povecanom riziku su hematoloski
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bolesnici (akutne i1 kroni¢ne leukemije, limfomi, multipli mijelom i1 drugi), reumatoloski
bolesnici, bolesnici s kroni¢nim crijevnim upalama (osobito ako su na bioloskoj terapiji) i
bolesnici s tumorima solidnih organa na kemoterapiji. Kod spomenutih bolesnika prije
pocetka specificne terapije potrebno je kontrolirati HBV status. Ukoliko su svi biljezi
negativni u bolesnika se moze provesti protokol cijepljenja protiv B hepatitisa. Kod HBsAg
pozitivnih bolesnika moZe se odmah zapoceti antivirusna profilaksa, bez obzira na razinu
HBV DNA, a terapija se u pravilu zapoc€inje 1-2 tjedna prije i zavrSava 6-12 mjeseci nakon
zavrSetka kemoterapije. U slucaju niske HBV viremije koristi se lamivudin, a u slu¢aju visoke
razine HBV DNA treba koristiti u¢inkovitije lijekove s manjim rizikom nastanka rezistencije
kao $to su entekavir i tenofovir. Interferon kao imunomodulacijski agens nije indiciran u

slu¢aju HBV reaktivacije i moZe uzrokovati tezi hepatitis (Mandala i sur., 2013).

e) Bolesnici na hemodijalizi i bolesnici s transplantiranim organima

Za lijeCenje kroni¢nog hepatitisa B najceSce se koristi lamivudin s visokom razinom klirensa
HBV, dok je terapija pegiliranim interferonom slabo podnosljiva. Kod bolesnika s
transplantiranim bubregom terapija izbora su entekavir ili tenofovir. U slucaju presadivanja
jetre, za sprjeCavanje infekcije transplantanata primjenjuje se hepatitis B imunoglobulin
(HBIg) uz nukleoz(t)idne analoge, a doza HBIg, terapijski protokol i ucinak ovise o
pretransplantacijskoj razini HBV DNA i postojanju ili odsustvu rezistencije na nukleoz(t)idne
analoge.

f) Bolesnici sa cirozom jetre

Terapija izbora u tih bolesnika su entekavir i tenofovir, visoko potentni nukleoz(t)idni analozi
s najmanjim potencijalom za nastanak HBV rezistencije. Cilj terapije je postizanje Sto nize ili
nemjerljive razine HBV DNA nakon 24 odnosno 48 tjedana terapije. Ukoliko nije postignuta
nemjerljiva razina viremije nakon 48 tjedana dodaje se jo§ jedan analog, bez krizne

rezistencije s prvim (Morovi¢ 1 Hrsti¢, 2013).

MUTACIJE

HBYV je najvarijabilniji virus medu DNA virusima, najviSe zbog svog jedinstvenog zZivotnog
ciklusa koji ukljucuje aktivnost reverzne transkriptaze, enzima sklonog pogreskama i vrlo
visoku proizvodnju viriona po danu (oko 10*%). S obzirom na visoku stopu pogreske reverzne

transkripcije DNA polimeraze tijekom aktivnog stadija infekcije generira se velik broj
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pogresaka. Procjenjuje se da priblizna stopa pogreske tijekom replikacije HBV-a iznosi 1 na
10’ baza. Pacijenti s kroni¢nim hepatitisom B Gesto imaju 10%-10"* HBV &estica/ml na dan pri
¢emu se stvara velik broj razli¢itih varijanti HBV-a (Horvat, 2011).

Mutacije virusa mogu nastati spontano ili pod utjecajem cjepiva, antivirusnih lijekova,
monoklonskih protutijela, hepatitis B-imunoglobulina (HBIg), a opisane su u akutnom
hepatitisu, fulminantnom hepatitisu, kronicnom hepatitisu, u reinfekciji nakon transplantacije
jetre i u imunokompromitiranih osoba. Geneticka varijabilnost virusa utjee na brzinu
progresije bolesti, pouzdanost dijagnostickih metoda, uspjeh antivirusne terapije i
imunizacije. Dokazano je da mutacije u specifi¢cnim regijama HBV genoma mogu biti
odgovorne za nezeljene klini¢ke ishode ili neuspjesnu detekciju dijagnostickim metodama.
Takoder, uspjesna prevencija cijepljenjem postaje upitna otkri¢em mutanata virusa koji imaju

zamijenjen aminokiselinski slijed u povrSinskom antigenu HBsAg (Lazarevi¢, 2014).

a) HBsAg mutacije

Povrsinski antigen (HBsAg) virusa hepatitisa B je glavni protein ovojnice koji sadrzi 226
aminokiselina, a ukljucuje regije koje sudjeluju u vezanju virusa za hepatocite te glavni epitop
koji prepoznaju neutralizirajuéa protutijela. Centralni dio sadrzi aminokiseline 99-169 i naziva
se glavna hidrofilna regija (MHR). Struktura MHR sastoji se od dvije petlje. Postoje dva
alternativna modela dvostruke petlje koji uklju¢uju dva para cisteina tvore¢i disulfidne
mostove na kraju svake petlje. Model koji je generalno prihvacen predvida disulfidne mostove
izmedu C124 1 C137 te izmedu C139 1 C147. MHR je izloZena na povrSini te je ukljuc¢ena u
vezanje na protutijela usmjerenih protiv HBsAg. Protutijela pronadena u cijepljenih osoba
usmjerena su protiv ove regije, tocnije klaster epitopa B-stanica nazvan ,,a* determinanta.
Determinanta ,,a* locirana je na poziciji aminokiselina izmedu 100 1 160. Mutacije koje
induciraju konformacijske promjene unutar ,,a* determinante rezultirat ¢e proteinima sa
znaCajnim promjenama u trodimenzionalnoj strukturi antigenog epitopa. Takve
konformacijske promjene dovode do nastanka HBsAg koji se ne moze detektirati
dijagnostickim metodama 1/ili ne dovodi do stvaranja imuniteta cijepljenjem.

Prvi HBsAg mutanti primjeceni su kod djeteta zaraZzenog preko majke pri ¢emu je doslo do
prijenosa HBV-a unato¢ brzoj primjeni HBIg i cjepiva. Daljnja su istrazivanja pokazala da je
takav virus imao mutaciju na poziciji aminokiselina 145 gdje je umjesto glicina translatiran
arginin. Posljedica ove zamjene bila je promijenjena konformacija proteina, odnosno antigeni
epitop neprepoznat od strane protutijela antiHBs u HBIg-u. To je bio razlog razvoja infekcije

1,,bijega® od HBV protutijela. Pacijent je ostao HBV DNA pozitivan jo§ najmanje dvanaest
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godina. Nakon toga otkrivene su druge mutacije unutar ,,a* determinante u HBsAg-u, a
procijenjeno je da je prevalencija HBsAg varijanti kod nasumi¢nih kroni¢nih nositelja
izmedu 6 i1 12%. Opisani ,,escape‘ mutanti uzrokuju infekcije kod cijepljenih osoba $to utjece
na uspjeh imunizacijskih programa (Horvat, 2011). Za sad pojava ovih mutanata jo$§ uvijek
nema negativan utjecaj na imunizaciju, ali je razumljivo o¢ekivati da ¢e mutirani sojevi
postati dominantni u odredenim populacijama tijekom nekoliko desetljeca koristenja cjepiva.
Matematicko modeliranje predvida da je potrebno vise od 50 godina da neki ,,escape® mutant
postane predominantan.

Mutacije u ,,a* determinanti S gena mogu rezultirati 1 prethodno spomenutom okultnom HBV
infekcijom (OBI). Klini¢ki znacaj OBI najviSe je povezan s problemima transfuzijske
medicine s obzirom da sojevi iz OBI pacijenata predstavljaju potencijalnu prijetnju za
sigurnost zaliha krvi. Prevalencija OBI medu donorima krvi u razli¢itim europskim drzavama
varira izmedu 0.0002 i 0.084%, dok je u Kini, drzavi visoke prevalencije HBV-a, oko 0.18%.
Nema dovoljno informacija o mutacijama povezanim s okultnom HBV infekcijom jer se
istrazuju samo limitirani dijelovi genoma, no prema istrazivanju iz 2012. godine prevalencija
mutacija specifi¢nih za OBI kretala se od 8.3 do 20.8% u pacijenata s OBI, a samo od 0 do
3.7% u pacijenata s aktivnim hepatitisom (Svicher i sur., 2012, Huang i sur., 2012).

Takoder promjene u ,,a“ determinanti mogu dati lazno negativne ili slabo reaktivne rezultate
prilikom nekih dijagnostickih postupaka. Varijacije izmedu 121 i 124 rezultirat ¢e smanjenom
imunogenos§cu, dok ¢e zamjena cisteina, posebno serinom, rezultirati smanjenjem ili gubitkom
imunoreaktivnosti u laboratorijskim testovima. Istrazivanjem je dokazano da C695T mutacija
dovodi do stop kodona na aminokiselini 181 HBs gena u sojevima izoliranim iz uzoraka jetre.
Stop kodon HBs gena mogao bi biti uzrok smanjenoj produkciji virusa §to onemogucava
detekciju HBsAg kod okultne infekcije. Autori preporucaju testiranje mononuklearnih stanica
periferne krvi i uzoraka jetre za dijagnozu serum-negativne okultne infekcije kako bi se
dokazala smanjena replikacija virusa. Delecije u Pre-S regiji takoder imaju znacajnu ulogu u
razvoju OBI jer utjecu na ekspresiju, sintezu i sekreciju S proteina (Huang i sur., 2013,
Cassini i sur.,2013).

Vec¢ina dijagnostickih HBsAg testova koristi monoklonska protutijela usmjerena na
imunodominantnu ,,a* determinantu, a mutacijama se gubi sposobnost detekcije proteina
monoklonskim protutijelima. Potencijalno rjeSenje ovog problema je koriStenje dobro
definiranih poliklonskih protutijela usmjerenih na HBsAg, no teSko je odrzati konzistenciju
takvih komercijalno dostupnih testova. Zbog toga bi se uz HBsSAg test trebala napraviti

provjera krvi na antiHBc, kako bi se osiguralo da donori krvi negativni na HBsSAg nisu
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inficirani ,,escape mutantima. Uz to se u nekim drzavama Europe i SAD-a molekularnim
testovima provjerava HBV DNA. Donori pozitivni na HBV DNA i antiHBc, a negativni na

HBsAg dalje se provjeravaju na potencijalnu infekciju ,,escape® mutantima (Horvat, 2011).

b) Mutacije gena Pre-C/C

,Core® 1 ,,precore* proteini kodirani su Pre-C/C okvirom c¢itanja, s tim da ,,precore* pocinje s
prvim, a ,,core* s drugim inicijalnim mjestom. Zbog toga ,,precore* protein inicijalno sadrzi
sve sekvence ,,core” proteina uz dodatnih 29 aminokiselina na N-kraju. Prvih 19 od 29
aminokiselina sluzi kao signalni peptid za usmjeravanje proteina do endoplazmatskog
retikuluma gdje dolazi do njegovog cijepanja. Za vrijeme transporta na stani¢nu povr§inu ovaj
protein dalje sazrijeva i na kraju se izluCuje kao topljivi antigen HBeAg. Uloga tog antigena
jos uvijek nije razjasnjena, no moguce je da modulira imuni odgovor i olakSava nastajanje
kroni¢ne infekcije (Kay i Zoulim, 2007). Otkako su seroloski markeri postali presudni za
dijagnozu HBV infekcije, mislilo se da je gubitak HBeAg marker zavrSetka aktivne virusne
replikacije i1 kraja hepatitisa. Unato¢ tome, prvi puta je opisano u mediteranskom podrucju da
je gubitak HBeAg pracen aktivnom virusnom replikacijom i progresijom bolesti jetre. Danas
je HBeAg negativan hepatitis svjetski poznat fenomen koji ne predstavlja posebnu bolest ve¢
se javlja zbog selekcije specifi¢nih bazalnih ,,core* promotor (BCP) i ,,precore® mutacija u
HBV genomu. Mutacije BCP regije moduliraju sekreciju HBeAg na translacijskoj razini
(Funk 1 sur., 2002). Tipi¢na dvostruka mutacija Cesto nadena u BCP, A1762T 1 G1764A,
odgovorna je za smanjenu precore mRNA sintezu. Unato¢ Cinjenici da HBeAg negativan
hepatitis karakterizira niska razina HBV DNA, dokazano je da BCP mutacije povecavaju
virusnu replikaciju u stani¢nim kulturama. Aktivnost replikacije takoder je povecana kad su
prisutne neke od 3 dodatne BCP mutacije (T1753C, C1766T, T1768A). HBeAg-negativni
hepatitis Cesto je povezan s ozbiljnijim bolestima jetre koje mogu biti posljedica povecane
virusne replikacije u hepatocitima.

Najcesca medu precore mutacijama je zamjena G za A na polozaju 1896 (G1896A) koja vodi
do translacijskog stop kodona na aminokiselinskom polozaju 28 u sekvenci HBeAg, Sto
rezultira inhibicijom sinteze proteina. Ova mutacija je ¢esto udruzena s ,,missense‘ mutacijom
kodona 29-G1899A. Prevalencija 1896 stop kodon mutacije znacajno je povezana s HBV
genotipovima koji imaju T nukleotid na polozaju 1858 (genotipovi B, D, E i dijelom
genotipovi C 1 F) §to je objasnjeno na strukturnoj podlozi. Naime, klju¢na regija za pgRNA
enkapsidaciju (epsilon) preklapa se s precore regijom i tvori sekundarnu strukturu nalik petlji.

Zhog toga se mutacija zamjene G u A na polozaju nukleotida 1896 moze stabilno upariti s
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nukleotidom 1858 u genotipu koji ima T, ali ne i s onim koji ima C na tom mjestu. To takoder
objaSnjava dominaciju ovih mutanata u mediteranskom podru¢ju gdje je genotip D
predominantan.

Primjeceno je da su bazalni core promotor 1 stop kodon mutanti ¢esto povezani. Istrazivanjem
je pokazano da su BCP mutacije detektibilne u kasnoj fazi HBeAg pozitivne infekcije, dok se
precore mutacije javljaju tijekom antiHBe serokonverzije. Stoga se pretpostavlja da virus
najprije reducira ekspresiju HBeAg putem BCP mutacija, a nakon toga se ekspresija HBeAg u
potpunosti ukida zbog precore mutacija (Baumert i sur., 1996, Parekh i sur., 2003). Mnoge
studije ukazuju na povezanost BCP i Pre-C mutacija s ozbiljnijim ishodima hepatitisa kao §to
je pojava fulminantnog akutnog hepatitisa ili razvoj HCC-a. Vjeruje se da HBV-om induciran
HCC ukljucuje kompleksnu interakciju izmedu virusnih faktora i1 viSestrukih faktora
domacina. HBV mutacije asocirane s ovim ishodom mapirane su u razli¢ite regije genoma.
Neke su studije pokazale da pacijenti zarazeni virusom s A1762T/G1764A dvostrukim
mutacijama ili mutacijama u precore regiji imaju veée predispozicije za HCC od onih
zarazenih divljim tipom virusa. Nedavne meta analize pokazale su da precore mutacija
G1896A znacajno povecava rizik od HCC-a i progresije hepatitisa, osobito kod Azijata.
Takoder ova studija pokazala je povezanost druge ucestale precore mutacije G1899A, Ceste
mutacije u BCP A1762T/ G1764A, T1553V i C1653T, kao i pre-S1 i Pre-S2 delecija s
povecanim rizikom od HCC. Opcenito se fulminantni tijek HBV infekcije viSe pripisuje
abnormalnom imunom odgovoru domacina nego samim znacajkama virusa. Unato¢ tome, sve
regije genoma Siroko se istraZzuju nebi li se pronasao utjecaj na ishod bolesti. Hou i suradnici
dokazali su da je precore mutacija G1862T pet puta CeS¢a u pacijenata s fulminantnim
hepatitisom nego u kroni¢nih nositelja. Inoue i suradnici izolirali su fulminantni HBV soj iz
pet uzastopnih slu¢ajeva fulminantnog hepatitisa, koji je sadrzavao BCP dvostruku mutaciju
A1762T/G1764A, precore stop mutacije G1896A 1 G1862T, locirane na izbocenom dijelu
epsilona, signalnoj regiji za pakiranje (eng. packaging signal region). Moze se zakljuciti da
sve pronadene mutacije zajednicki pridonose retenciji i ova otkrica mogu imati vaznu ulogu u
razumijevanju mehanizama koji dovode do fulminantnog hepatitisa (Hou i sur., 2002, Inoue i
sur., 2009).

¢) Mutacije X gena

X protein je priliéno nepoznat HBV protein, a potreban je za uspjesSnu infekciju 1 replikaciju
in vivo. Poznato je da HBx pokazuje transkripcijsku transaktivacijsku funkciju za mnoge

virusne i stani¢ne gene zbog ¢ega je nuzan za efikasno prepisivanje virusne RNA s cccDNA u
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inficiranim hepatocitima. S obzirom da se ne veze za DNA, njegova transaktivacijska funkcija
manifestira se kroz interakciju sa stani¢nim faktorima. Pretpostavljeni su razli¢iti mehanizmi
kojima HBx ima ulogu u HBV-induciranoj karcinogenezi. Unato¢ tome, uloga specifi¢nih
mutacija X gena jo$ uvijek nije do kraja objaSnjena. Neki X gen mutanti, kao i delecije ove
regije opisane su u pacijenata s hepatocelularnim karcinomom. Integracija genomske DNA
HBV-a u stani¢ne kromosome Cesto se javlja za vrijeme virusnog zivotnog ciklusa i uocena je
u vecini slucajeva kroni¢nog hepatitisa te u 86.4% sluc¢ajeva HCC-a povezanog s HBV-om.
Nakon integracije virusne DNA u genom domacina, 3'-kraj X gena je Cesto izbaCen. Pokazalo
se da ovaj nedostatak C-terminalne regije HBx proteina ima vaznu ulogu u razvoju HCC-a
tako Sto promovira oksidativni stres te inducira oste¢enja mitohondrijske DNA (Lazarevic,

2014).

d) Mutacije rezistencije na antivirusne lijekove

Glavni cilj lijeCenja kroni¢nog hepatitisa B je o€istiti virus iz domacina 1 sprijeciti progresiju
bolesti do ciroze ili HCC-a. Medutim, kronicna HBV infekcija ne mozZe se potpuno
iskorijeniti zbog perzistencije cccDNA u jezgri inficiranih hepatocita. Uzroci odrzavanja
virusa 1 rezistencije na antivirusne lijekove ukljucuju razli¢ite faktore virusa i domacina, a
najvazniji su dugo vrijeme poluzivota inficiranih hepatocita (30-100 dana) i prirodna
geneticka varijabilnost virusa koja vodi do stvaranja mutacija i njihovog pohranjivanja u
cccDNA. Dva tipa mutacija povezuju se s rezistencijom na nukleoz(t)idne analoge: primarne
mutacije rezistencije koje su direktno odgovorne za rezistenciju na lijekove, i sekundarne
(kompenzatorne) mutacije koje promoviraju ili povecavaju replikacijsku sposobnost
rezistentnog soja. Proces zamjene divljeg tipa virusa u stanicama jetre dominantnim
mutantom odvija se sporo. Kako rezistentni mutanti ve¢inom inficiraju nezaraZene stanice,
efikasno Sirenje dominantnog mutanta ovisi o tome koliko je slobodnog jetrenog prostora
dostupno za Sirenje i umnozavanje (Zoulim i Locarnini, 2009). To moze djelomi¢no objasniti
razliku u pojavi rezistencije izmedu razli¢itth NA. Lamivudin ima najgori profil rezistencije
zato Sto se ona pocinje razvijati ve¢ tijekom prve godine terapije i povecava se tijekom
vremena po godi$njoj stopi od 15-25%, dok za pet godina iznosi >80%. Stopa rezistencije za
adefovir i telbivudin definira se kao srednja, za telbivudin iznosi 10-25% nakon 2 godine
primjene, a za adefovir oko 30% nakon 5 godina, ¢ak i viSe za pacijente koji su ve¢ rezistentni
na ostale NA. Antivirusni lijekovi s trenutno najve¢om barijerom za rezistentne mutante su
entekavir, sa stopom rezistencije od 1,2% nakon 5 godina 1 tenofovir koji jo§ uvijek nema

prijavljene rezistencije nakon 4 godine. Ukoliko pacijent ima razvijenu rezistenciju na

32



lamivudin, Sansa za pojavu entekavir rezistenog soja je oko 51% nakon pet godina terapije
entekavirom. Takoder kod pacijenata rezistentnih na lamivudin koji imaju koinfekciju HIV-
om zabiljezena je pojava mutanata rezistentih na telbivudin. Moderne tehnike kao $to je
pirosekvenciranje otkrivaju da se mutacije rezistencije niske prevalencije mogu otkriti kod
pacijenata mnogo ranije nego direktnim PCR sekvenciranjem 1 to godinama prije nego Sto
postanu klinicki znacajne (Lazarevi¢, 2014).

Istrazivanjem molekularnih mehanizama otkriveno je da su rezistencije specifi¢ne za pojedini
NA, ovisno o Secernom ostatku. Dosad je poznato pet razliCitih puteva rezistencije: 1. Put L-
nukleozida 2. Put alkil-fosfonata 3. Zajednicki put L-nukleozida i alkil-fosfonata 4. Put D-
ciklopentana 5. ViSestruka rezistencija na lijekove.

L-nukleozidi (lamivudin i telbivudin) imaju slicnu molekulsku strukturu i ciljno mjesto
djelovanja, pa zbog toga i sli¢an obrazac razvoja rezistentnih mutanata. Put L-nukleozida
otkriven je po dobro poznatoj supstituciji na poziciji 204 YMDD motiva (rtM204V/1),
katalitickog mjesta reverzne transkriptaze. Ova mutacija dovoljna je za razvoj rezistencije, no
Cesto je udruzena s kompenzatornim mutacijama rtL8OV/I, rtI169T, rtV173L, rtL180M,
rt184S/G, rtS2021 i rtQ215S. Uloga ovih mutacija je vratiti virusnu polimeraznu funkciju
priblizno na razinu divljeg tipa. Kad se navedene mutacije javljaju zasebno pokazuju vrlo
nisku razinu rezistencije in vitro. S obzirom na razli¢ite obrasce mutacija koji dovode do
razvoja rezistencije i vrlo visoku stopu rezistencije, lamivudin nije viSe terapija prvog izbora
za pacijente s kroni¢nim hepatitisom B.

Put alkil-fosofonata (adefovir i tenofovir) otkriven je pronalaskom mutacija izvan YMDD
motiva, u B i D domeni reverzne transkriptaze. Dvije primarne mutacije rezistencije koje
pripadaju ovom putu jesu rtAl81T 1 rtN236T. Vaznost mutacije rtl233V, takoder
identificirane u adefovir rezistentnim vrstama, ostaje upitna s obzirom da neki autori
potvrduju, a neki osporavaju njenu ulogu u rezistenciji na adefovir. Prema zadnjem
istrazivanju u kojem je koristen trodimenzionalni model HBV polimeraze/RT primjeceno je
da supstitucija izoleucina za valin na poziciji 233 nema utjecaja na katalitiCko mjesto reverzne
transkriptaze i vjerojatno samostalno ne utjeCe na antivirusni ucinak adefovira (Schildgen i
sur., 2006, Ismail i sur., 2013). Pojava mutacije rtA194T povezuje se s rezistencijom na
tenofovir, iako je klini¢ki znacaj ove mutacije jo§ uvijek nepoznat zato toga Sto mutanti ne
pokazuju rezistenciju na tenofovir in vitro. Istrazivanje Amini-Bavil-Olyaee i sur. pokazalo je
da rtA194T mutacija djelomicno uzrokuje rezistenciju na tenofovir, ali negativno utjece na
replikacijsku sposobnost HBV-a. Sli¢no tome, novo objavljenim istrazivanjem Qin i sur. nisu

uspjeli detektirati dovoljnu replikacijsku sposobnost virusa u prisutnosti rtA194T supstitucije,
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kako bi se ocijenila osjetljivost na tenofovir in vitro te in vivo. Unato¢ tome, ova studija
otkrila je da sojevi s aminokiselinskim (aa) supstitucijama rtP177G i rtF249A pokazuju
smanjenu sposobnost replikacije, no povecanu rezistenciju na tenofovir u in vitro te in vivo
analizama. Tocan mehanizam kojim ove aa supstitucije dovode do nastanka rezistencije jos se
mora utvrditi. Nasuprot tome, Kitrinos i sur. pokazali su da monoterapija tenofovirom moze
uspjesno suprimirati virus na vise od 6 godina tijekom kontinuirane terapije, bez selekcije
ijedne mutacije koja bi se mogla povezati s rezistencijom.

Dokazano je da mutacije u B domeni reverzne transkriptaze, rtA181T/V, rezultiraju
istovremenom rezistencijom na L-nukleozide i alkil fosfonate. Mutacija rtA181T takoder
kodira za stop kodon u preklapaju¢im proteinima ovojnice na aminokiselinskom mjestu 172 u
S regiji (sW172%) $to rezultira skrac¢ivanjem tih proteina. Warner i Locarnini istaknuli su kako
rtA181T/sW172* sojevi imaju sekretorni defekt i vrSe negativni utjecaj na sekreciju viriona
divljeg tipa. To moze biti uzrok propusta u dijagnozi rezistencije ukoliko se broj virusa koristi
kao jedini kriterij za ocjenu uspjeha lijecenja. Takoder je dokazano da akumulacija skracenog
HBsAg-a u inficiranim stanicama povecava $anse za razvoj hepatocelularnog karcinoma
putem transaktivacije stani¢nih promotora (Lazarevi¢, 2014).

Rezistencija na D-ciklopentansku grupu, npr. entekavir, manifestira se samo u sluéaju
prisutnosti najmanje tri mutacije: rtL180M + rtM204V i rtT184G/S ili rtS2021/G ili rtM250V.
Stoga su mutacije koje povezujemo s rezistencijom na lamivudin nuzne da bi doslo do
virusnog proboja kod entekavira. U odsutnosti mutacija rezistencije na lamivudin, rezistencija
na entekavir razvija se vrlo sporo. U skladu s time, ocekivano je da ¢e pacijenti na terapiji
entekavirom koji su ve¢ rezistentni na lamivudin s vremenom razviti otpornost 1 na entekavir.
Nedavnim istrazivanjem Lee 1 sur. potvrdili su da pacijenti zarazeni mutantnim sojem M204V
imaju znacajno vecu sklonost rezistencije na entekavir od onih zaraZzenih drugim mutantima
rezistentnim na lamivudin, kao §to su rtM2041 ili rtA181T (Lee i sur., 2013).

Osim mutacije rtA181T/V koja je primjer jednostruke mutacije ukljuene u rezistenciju na
vise razliCitith NA, opisani su slucajevi viSestruke otpornosti na lijekove koji ukljucuju vise od
jedne mutacije. Obi¢no se ta pojava javlja nakon viSe monoterapija razli¢itim NA pri cemu se
nove mutacije rezistencije dodaju ve¢ postoje¢im. Analizom klonova dobivenih iz pacijenata s
dvostrukom rezistencijom otkrivene su mutacije rezistencije na oba lijeka locirane u istom
virusnom genomu, $to je rezultiralo mutantima otpornim na oba lijeka. Kod nekih pacijenata
pronadeni su i HBV sojevi s trostrukom otporno$cu. Nedavno istrazivanje u kojem je
koriSteno sekvenciranje klonova pokazalo je da se mutacija rtA181 ponovno javila kod vecine

pacijenata koji su razvili otpornost redom na lamivudin, adefovir i entekavir za vrijeme
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dualne terapije lamivudinom i adefovirom. Mutacija rtA181T/V pojavila se nakon povratka
entekavir rezistentnih mutanata u divlji tip za vrijeme terapije i pronadena je u razli¢itim
genomima mutanata rezistentnih na lamivudin ili entekavir (Kim i sur., 2013).

Zbog preklapanja gena polimeraze i gena ovojnice u HBV genomu terapija s NA moze
dovesti do pojave kompleksnih HBV vrsta koje istovremeno nose mutacije u reverznoj
transkriptazi i proteinima ovojnice. Mutacije S gena povezane s antivirusnim lijekovima
(ADASM) mogu dovesti do tri razli¢ite posljedice: mutacije zamjena aminokiselina u
povrSinskim proteinima, besmislene (,,nonsense”) mutacije koje rezultiraju skracenim
povrsinskim proteinima i tihe (,,silente*) mutacije. Takoder postoje ADASM koje se ne mogu
objasniti preklapanjem gena, ali su vjerojatno rezultat smanjenog ili obrnutog omjera HBsAg
prema antiHBsAg tijekom duzeg perioda efikasne virusne supresije. Kako su HBsAg mutacije
pronadene kod pacijenata osjetljivih na terapiju, moguéi klini¢ki zna¢aj ADASM lezi u
promijenjenoj antigenosti, sposobnosti reprodukcije i onkogenom potencijalu (Yeh, 2010).
Dokazano je da trostruki HBV mutanti (rtV173L + rtL180M + rtM204V) uzrokuju dvije
aminokiselinske promjene u preklapaju¢im povrsSinskim genima (sE164D + 1195M) koji
imaju efekt usporediv s ,,vaccine escape mutantom sG145R. Na terapiji lamivudinom mnogi
pacijenti nose mutante s ,,vaccine escape‘ mutacijama S gena, P120T 1 G145R. One uzrokuju
promjene u reverznoj transkriptazi, dok mutacije rtT128N i rtW1153Q djelomi¢no vracaju in
vitro replikacijsku sposobnost lamivudin rezistentnih sojeva pri ¢emu sluze kao
kompenzatorne mutacije. Zadnjim istrazivanjem Cento 1 sur. identificirali su deset dodatnih
HBV mutacija reverzne transkriptaze, pored onih trenutno poznatih kao klasi¢ne mutacije
rezistencije (rtN53T, rtS78T, rtS85F, rtS135T, rtAl181l, rtA200V, rtK212Q, rtL229V/F,
rtM309K) koje mogu doprinijeti razvoju otpornosti na lijekove in vivo. Neke od njih pokazale
su direktan utjecaj na HBsAg protein inducirajuci razvoj mutacija ili stop-kodona koji mogu
potencijalno utjecati na HBV patogenost i onkogeni potencijal (Torresi i sur., 2002, Cento i
sur., 2013).

e) HBV mutacije u HBV/HIV i HBV/HCYV koinficiranih pacijenata

Infekcija hepatitisom B cesta je kod osoba zarazenih HIV-om zbog zajednickog puta
prijenosa ovih virusa. Dosad ima relativno malo podataka o ucestalosti klini¢ki zna€ajnih
HBV mutacija u HBV/HIV koinficiranih pacijenata. Vjeruje se da je prevalencija ve¢a nego u
HBV monoinfekciji s obzirom da se pretpostavlja da HIV pove¢ava HBV replikaciju.

Takoder supresija imunoloSkog sustava zbog HIV infekcije utjeCe na molekularnu
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varijabilnost HBV-a. Zanimljivo je da kod HBV/HIV koinficiranih pacijenata postoji manja
raznolikost HBV vrsta i niza stopa razvoja u usporedbi s HBV monoinfekcijom. Pretpostavlja
se da niska razina CD4 pomaze u odrzavanju divljeg tipa HBV.

Nedavno istrazivanje iz Francuske prijavilo je stopu ucestalosti i karakteristike Sirokog
spektra mutacija P i S gena, koriste¢i podatke HBV/HIV koinficiranih pacijenata tijekom
devetogodis$njeg pracenja. Povecana ucestalost primjecena je kod svih vrsta mutacija, posebno
kod P gena povezanog s L-nukleozidima. Tako su ADASM, mutacije koje predstavljaju
potencijalni problem u javhom zdravstvu, pronadene u viSe od 10% ispitivane populacije do
kraja pracenja. Medu razliCitim ispitivanim faktorima domacina 1 virusa, terapija
lamivudinom pokazala se kao najveci faktor rizika za ADASM mutacije, s obzirom da su one
direktno povezane s preklapaju¢im P mutacijama rezistencije na lamivudin. Ova veza bila je
manje ocita kad je analizirana korelacija izloZenosti lamivudinu 1 S mutacija povezanih s
imunitetom. Nasuprot tome, terapija tenofovirom veze se sa smanjenom pojavom S mutacija
povezanih s imunitetom. Sva saznanja upucuju na potrebu za koriStenjem potentnijih
antivirotika i1 poblize prac¢enje koinficiranih pacijenata (Lacombe i sur., 2013).

Problem okultne HBV infekcije kod pacijenata zarazenih HIV-om jo$ uvijek nije dobro
objaSnjen. Prijavljena prevalencija OBI kod takvih pacijenata znaajno varira, od 0-89%.
Studijom provedenom u Brazilu utvrdeno je da imunoloSka supresija pacijenata s HIV
infekcijom nije kljucan faktor za razvoj OBI. S druge strane, talijanski istrazivaci dokazali su
da je OBI u takvih pacijenata otkrivena znacajno ¢eS¢e ukoliko su HBV DNA ispitivali u
uzorcima koji nije serum (Jardim i sur., 2008, Cassini i sur., 2013).

Kroni¢na HBV/HCV infekcija smatra se stanjem koje ¢esto dovodi do napredovanja fibroze
jetre 1 razvoja ciroze, a takoder predstavlja jedan od najvaznijih rizi¢nih faktora za razvoj
HCC-a. Studije upucuju na postojanje medusobnog utjecaja izmedu dva virusa u slucaju
dualne infekcije. Dokazano je da HCV ,,core” protein moze imati ulogu u regulaciji gena i
negativno utjecati na ekspresiju HBsAg. Doista, neki autori su povrdili da HCV koinfekcija
moze igrati vaznu ulogu u razvoju OBI, dok su drugi prijavili odsutnost OBI u pacijenata s
HCV koinfekcijom. Inhibitorni u¢inak HCV na HBV mozZe takoder ograniciti pojavu HBV
mutacija zato S$to smanjena replikacija proizvodi manje mutantnih genoma. To je dosad
potvrdeno za BCP/precore mutacije koje su rijede pronadene u HBV/HCV koinficiranih nego

HBYV monoinficiranih pacijenata (Lazarevi¢, 2014).
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju proucene literature mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

>

Kroni¢ni hepatitis B predstavlja veliki zdravstveni problem danaSnjice, od c¢ijih
posljedica umire oko milijun ljudi godisnje.

Antivirusna terapija ne lijeci hepatitis B, ve¢ samo smanjuje replikaciju virusa i tako
usporava progresiju ciroze te smanjuje rizik od karcinoma jetre.

Geneticka varijabilnost HBV-a utjeCe na brzinu progresije bolesti, pouzdanost
dijagnostickih metoda, uspjeh antivirusne terapije i imunizacije.

Mutacije u povrSinskom antigenu HBsAg mogu dovesti do neuspjeSne imunizacije
cijepljenjem (,,escape* mutanti) te neuspjesne detekcije dijagnostickim metodama.
Mnoge studije ukazuju na povezanost BCP i Pre-C mutacija HBV-a s ozbiljnijim
ishodima hepatitisa kao $to je pojava fulminantnog akutnog hepatitisa ili razvoj
hepatocelularnog karcinoma.

Mutacije u YMDD motivu virusne DNA polimeraze imaju vaznu ulogu u razvoju
rezistencije na nukleoz(t)idne analoge.

Antivirusni lijekovi s trenutno najve¢om barijerom za rezistentne mutante su entekavir
i tenofovir.

Pracenje mutacija HBV-a potrebno je radi utvrdivanja povezanosti sa posljedicama

infekcije te u svrhu poboljSanja prevencije, dijagnoze i efikasne terapije.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Sazetak

Hepatitis B je upala jetre koja nastaje infekcijom virusom hepatitisa B (HBV). Najcesce se
javlja kao akutni hepatits, no kod malog postotka inficiranih osoba prelazi u kroni¢ni oblik
koji predstavlja visok rizik za razvoj ciroze jetre ili hepatocelularnog karcinoma. Procjenjuje
se da je trenutan broj kroni¢no zarazenih osoba u cijelom svijetu oko 240 milijuna, Sto ga ¢ini
znacajnim faktorom morbiditeta i mortaliteta. Virus je vrlo infektivan, a prenosi se kontaktom
sa zarazenim tjelesnim tekuc¢inama. Replikacija virusa ukljuéuje reverznu transkripciju uz
virusnu DNA polimerazu koja nema ispravljacku sposobnost. To rezultira pojavom mutantnih
virusa koji se mogu izdvojiti djelovanjem imunoloskog sustava ili pod utjecajem antivirotika.
Brojna su istrazivanja pokazala da geneti¢ka varijabilnost virusa utjece na brzinu progresije
bolesti, pouzdanost dijagnostickih metoda, uspjeh antivirusne terapije i imunizacije. Mutacije
u povrSinskom antigenu HBsAg mogu dovesti do neuspjeSne imunizacije cijepljenjem
(,,escape® mutanti) te neuspjesne detekcije dijagnostickim metodama. Nemoguénost detekcije
predstavlja problem jer takve osobe mogu postati donori krvi i tako S§iriti zarazu. Takoder,
mutacije u YMDD motivu virusne DNA polimeraze imaju vaznu ulogu u razvoju rezistencije
na nukleoz(t)idne analoge. Pracenje HBV mutacija vazno je u svrhu bolje prevencije,

dijagnoze te stvaranja efikasne antivirusne terapije.
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Summary

Hepatitis B is a liver inflammation caused by hepatitis B virus (HBV) infection. Usually it
occurs as acute hepatitis, but in some cases virus remains in patient, causing a chronic
infection. Consequently, it can lead to development of cirrhosis and hepatocellular carcinoma.
Worldwide, there are an estimated 240 million chronically infected persons. Therefore,
chronic HBV infection is a major public health issue. Hepatitis B virus is very infectious and
it spreads through contact with infected body fluids. Virus replication includes reverse
transcription using a viral DNA polymerase lacking proof-reading ability. This results in the
emergence of mutant viruses that can be selected out by host immunity or antiviral drugs.
Numerous research studies have shown that the speed of disease progression, reliability of
diagnostic methods and the success of antiviral therapy and immunization are all influenced
by genetic variability of the virus. Mutations in hepatitis B surface antigen (HBsAg) may lead
to evasion of vaccine-induced immunity (“vaccine escape® mutants) and loss of HBV
detection by diagnostic assays. The inability to detect HBV means that these individuals may
become blood donors and continue HBV transmission. Also, mutations in YMDD motif of
viral DNA polimerase are associated with resistance to nucleos(t)ide analogues. Monitoring
of HBV mutations contributes to improvement of prevention, diagnosis and creating more
efficient antiviral therapy.
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