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UTICAJ GENOTIPA VIRUSA HEPATITISA B
NA KLINICKI TOK I ISHOD HRONICNE INFEKCIJE

Ivana MiloSevié¢
REZIME

Cilj: Geneticka varijabilnost heptitis B virusa (HBV) posledica je visokog stepena
repikacije ovog virusa i nemoguénosti ispravljanja slu¢ajno nastalih greSaka tokom ovog
procesa. Pored toga, terapija nukleozidnim/nukleotidnim analozima (NA) neminovno
vodi u selekciju rezistentnih sojeva. HBsAg serotipovi HBV otkriveni su na osnovu
reaktivnosti HBsAg sa poznatim panelima antitela. Na osnovu razlike u nukelotidnim
sekvencama duz genoma definisani su genotipovi odn. subgenotipovi. Glavni cilj
istrazivanja bio je da se analizira uticaj genotipova, subgenotipova i HBsAg subtipova na
tezinu klinicke slike, patohistoloski nalaz u tkivu jetre 1 progresiju u cirozu jetre i
hepatocelularni karcinom.

Metodologija: U studiju je ukljuéeno 162 terapijski nevina bolesnika (126 muskara i 36
Zena), sa potvrdenom dijagnozom hroni¢nog hepatitisa B (HHB). HHB je povrden na
osnovu biohemijskih, seroloskih i virusoloskih parametara infekcije, kao i
patohistoloskog pregleda tkiva jetre. U cilju pracenja prirodnog toka HHB, kod bolesnika
su odredivani aktivnost alaninaminotrasferaze (ALT), protrombinsko vreme (PV) i
koncentracija serumskih albumina, svakih $est meseci, pre uvodenja antivirusne terapije i
tokom terapije lamivudinom. Pored toga ispitanicima su odredivani i HBeAg, antiHBe,
antiHBc, HBV DNK PCR, genotip, subgenotip i HBsAg subtip. Terapija lamivudinom je
sprovedena kod bolesnika koji su ispunili kriterijume Evropskog udruzenja za izu¢avanje
jetre. Povoljan ishod terapije podrazumevao je supresiju virusne DNK i normalizaciju
aktivnosti ALT. Pojava rezistencije HBV na lamivudin definisana je kroz virusoloski 1
biohemijski proboj, odnosno kao izostanak supresije virusne replikacije. .

Rezultati: Kod 14,2% ispitanika bio je prisutan genotip A, a kod ostalih genotip D. Svi
bolesnici sa genotipom A, imali su subgenotip A2 i HBsAg subtip adw2. Kod bolesnika
sa genotipom D, potvrdena su tri subgenotipa: D1 kod 14 (8,6%) bolesnika, D2 kod 47
(29%) bolesnika i najzastupljeniji D3 kod 78 (48,1%) bolesnika. Kod 158 (97,5%)
ispitanika odredeni su HBsAg subtipovi: adw2 (14,5%), ayw2 (50%), ayw3 (34,2%),
ayw4 (1,3%). Prisustvo HBeAg+ serologije bilo je znacajno vise kod infekcije genotipom
A nego D (60,8% vs. 30,9%; p=0,02). Stepen viremije (HBV DNK IU/l) nije se
razlikovao u zavisnosti od genotipoa, subgenotipa i HBsAg subtipa. Stepen viremije bio
je razlicit u zavisnosti od HBeAg/antiHBe statusa: kod bolesnika sa HBeAg+/antiHBe—,
HBeAg—/antiHB+ i HBeAg—/antiHBe— serolo§kim nalazima, vrednosti HBV DNK bila
je 4,24, 2,67 i 2,69 logiolU/l (p=0,01). Srednje vreme do progresije u cirozu iznosilo je
23,2+3,4 godina za genotip A i 15,1+8,4 godina genotip D (P = 0.02). Uspeh terapije
lamivudinom nije zavio od genotipa, subgenotipa, HBsAg subtipa i stepena preterapije
viremije. Kod bolesnika sa manje uznapredovalom boles¢u (bez fibroze odn. sa lakom



fibrozom), verovatno¢a da se razvije rezistencija na lamivudin bila je znacajno manja
nego kod bolesnika sa teSkom fibrozom fibrozom (48,9% vs. 76,1%; p=0,03).

Zakljucak: Aktivnost ALT i koncentarcija serumskih albumina nisu se razlikovali u
zavisnosti od genotipa, subgenotipa i HBsAg subtipa. Bolesnici sa genotipom D imali su
brzu progresiju u cirozu jetre od bolesnika sa genotipom A. HBeAg pozitivnost je bila
¢esc¢a kod bolesnika inficiranih genotipom A, subgenotipom A2 i adw2 subtipom. Teska
fibroza i ciroza jetre bili su negativni prediktivni faktori za uspeSnost leCenja
lamivudinom.

KLJUCNE RECI: HBV, genotip, subgenotip, HBsAg subtip, prognoza



THE INFLUENCE OF HEPATITIS B VIRUS GENOTYPE ON
CLINICAL COURSE AND OUTCOME OF CHRONIC INFECTION

lvana MiloSevié¢
ABSTRACT

Purpose: Genetic variability of hepatitis B virus (HBV) is a consequence of the high
degree of viral replication and its inability to correct accidental errors arising during this
process. In addition, therapy with nucleoside/nucleotide analogues (NA) leads to the
selection of resistant strains. HBsSAQ serotypes are detected on the basis of HBSAg
reactivity with known antibody panels. HBV genotypes and subgenotypes are defined
based on differences in nucleotide sequences along the genome. The main objective of
this study was to analyze the effect of genotype, subgenotypes and HBsAg subtypes on
the clinical course, histopathologic changes in liver and the progression to liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma.

Methodology: This study included 162 treatment naive patients (126 men and 36
women) with a confirmed diagnosis of chronic hepatitis B (CHB). The diagnosis of CHB
was established according to clinical presentation, biochemical and virological markers
of infection, along with pathohistology findings at aspiration liver biopsy. In order to
assess the natural history of chronic HBV infection, along with treatment response, serum
bilirubin, ALT, prothrombin time and albumin levels were measured at the time of
diagnosis, and every six months, before the introduction of antiviral therapy with
lamivudine, and at same intervals thereafter in both subgroups of treated and untreated
patients. Different serological markers, such as HBsAg/Ab, HBeAg/Ab and HBCAD, as
well as HBV DNA level, genotypes, subgenotypes and HBsAg subtypes also were
evaluated. Lamivudine therapy was introduced in patients who met the criteria of the
European Association for the Study of Liver. Suppression of viral DNA along with ALT
normalization was considered a favorable response to antiviral therapy. Emergence of
HBV resistance to lamivudine was considered most probable in those patients who
experienced virological and biochemical breakthrough, and/or in those who never
reached viral suppression.

Results: 14.2% of patients had genotype A, while other had genotype D. Patients with
genotype A, had subgenotype A2 and HBsAg subtype adw?2. Patients with genotype D,
had three subgenotypes: D1 (8,6% of patients), D2 (29%) and the most common D3
(48,1%). Different HBsAg subtypes were found: adw2 (14,5%), ayw2 (50%), ayw3
(34,2 %) and ayw4 (1,3%). The prevalence of HBeAg+ serology of 60.8% among
patients infected with genotype A was significantly higher then 30.9% recorded among
those with genotype D (P = 0.02). The viral loads (HBV DNA 1U/l) did not differ
depending on genotypes, subgenotypes and HBsAg subtypes. The patients with HBeAg
+/HBeAb-, HBeAg-/HBeAb+ and both HBeAg and HBeAb negative serologic patterns
had differnet viral loads: 4.24, 2.67 and 2.69 log10IU/L (p = 0.01). Mean time to liver
cirrhosis was 23.2+3.4 years and 15.1+8.4 years, for genotypes A and D, respectively (P=



0.02). Genotypes, subgenotypes and HBsAg subtypes, as well as pretreatment viral loads
did not influence the lamivudine treatment outcome. The probability of lamivudine
resistance was significantly lower in patient with less advanced disease (with no/mild
fibrosis) than in patients with severe fibrosis ( 48,9 % vs. 76,1%, p=0,03).

Conclusion: Genotypes, subgenotypes and HBsAg subtypes did not influence the serum
ALT activity and albumin concentration. Patients with genotype D had faster progression
to liver cirrhosis than in patients with genotype A. HBeAg positivity was more common
in patients infected with genotype A, subgenotype A2 and adw2 subtype. Severe fibrosis
and cirrhosis were negative predictive factors for lamivudine treatment outcome.

KEY WORDS: HBV, genotype, subgenotype, HBsAg sutype, prognosis
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1. Uvod

Hepatitis B virus (HBV) se izdvaja od ostalih uzro¢nika virusnih hepatitisa po
svom globalnom uticaju na zdravlje ljudi. Prema podacima Svetske zdravstvene
organizacije (SZO) priblizno 2 milijarde ljudi, tj. jedna trecina svetske populacije je bila
u kontaktu sa ovim virusom, a 350 miliona ljudi je hroni¢no inficirano (Goldstein i sar.
2005).

Hronic¢ni B hepatitis se klinicki ispoljava u razli¢itim formama: od relativno blage
hroni¢ne infekcije, do teskih fomi hroni¢nog hepatitisa koje, u 15-20% slucajeva, vode u
cirozu i hepatocelularni karcinom (HCC). Razvoj ciroze i HCC kod ovih bolesnika
odgovorni su za smrt 1-2 miliona ljudi Sirom sveta. Infekcija hepatitis B virusom je
odgovorna za 5-10% transplantacija jetre (WHO 1997., Fattovich i sar. 2008.).

Hepatitis B virus je DNK virus sa 10 razlicitih genotipova (A-J) Koji su
detektovani na osnovu razlike u sekvenci nukleotida ve¢oj od 8% duz celog genoma.
Genotipovi imaju karakteristi¢nu geografsku distribuciju, a njihov uticaj na tok i tezinu
bolesti je nedovoljno ispitan (Kao 2011.).

Bolje poznavanje uticaja genotipova HBV na klini¢ki tok, progresiju bolesti i
odgovor na antivirusnu terapiju, omogucilo bi efikasniju prevenciju, dijagnozu 1 lecenje

ove rasprostranjene infekcije.

1.1 Istorijat

Krajem XIX veka prepoznat je parenteralni nadin prenoSenja hepatitisa, a prva
saznanja o hepatitisu B vezana su za Sezdesete godine XX veka. Baruch Blumberg i
saradnici su 1965. godine u Filadelfiji otkrili da u serumu obolelih od hemofilije koji su
primali vise transfuzija, postoje antitela koja reaguju sa antigenom iz seruma zdravih
Aboridzina iz Australije. Zato je pomenuti antigen nazvan ,,Australija antigen. Identican
antigen je, ubrzo potom, otkriven i u serumu obolelih od serumskog hepatitisa (Blumberg
i sar. 1965., Blumberg i sar. 1967.), ali ne i kod zdravih Amerikanaca. ,,Australija
antigen* je tako postao glavni marker za dokazivanje serumskog tj. hepatitisa B, §to je

Blumbergu donelo Nobelovu nagradu 1977. godine (Blumberg 1977.).



Dalji napredak je usledio otkricem Dejnove partikule 1970. godine, tj. kompletne
virusne Cestice, koja se razlikovala od do tada poznatih virusa (Dane i sar. 1970.).
Povrsinski omota¢ Dejnove partikule je sadrzao antigen identian ,,Australija antigenu®,
te je SZO 1973. preimenovala ,,Australija antigen™ u Hepatitis B povrSinski (surface)
antigen tj. HBsAg. U Danovoj partikuli je otkrivena dvostruka spiralno uvijena DNK i
prisustvo core antigena u jezgru virusa (HBCAQ).

Hepatitis B e antigena (HBeAg) i antitela na ovaj antigen (antiHBe) otkriveni su
1972. godine (Magnius i Espmark 1972.). Tokom 80-tih godina XX veka, kod bolesnika
iz podruc¢ja Mediterana (Italija, Grcka), dokazana je replikacije virusa i kod odsustva
HBeAg i prisutva antitela na ovaj antigen (Hadziyannis 1995., Brunetto i sar. 1999).
Zahvaljujuéi ovim zapaznjima 1989. godine otkrivena je specificna mutacija u precore
regionu genoma virusa, koja uslovljava nastanak stop kodona odgovornog za ,,HBeAg

negativan“ varijantu HBV infekcije (Carman i sar. 1989.).

1.2 Epidemiologija HBV

HBYV ima isti epidemioloski model prenoSenja kao virus HIV-a, ali 50-100 puta
infektivniji od njega. Izvor infekcije je Covek sa HBV infekcijom. Inkubacija traje od 30-
180 dana (prose¢no 60-90 dana). Bolest se prenosi perkutanim ili permukoznim
izlaganjem inficiranoj krvi i telesnim tecnostima koje sadrze krv (Shepard i sar. 2006.).
HBsAg je detektovan u razli¢itim telesnim te¢nostima, ali infektivnost je dokazana samo
za serum, spermu i pljuvacku (Lee 1997.). Rizici za infekciju su transfuzije krvi i krvnih
derivata, intravenska zloupotreba narkotika, nezasti¢eni seksulani kontakti, hemodijaliza,
stomatoloske i hiruske intervencije, upotreba nesterilnih medicinskih instrumenata,
tetoviranje, pirsing tela, kozmeticki tretmani. Poseban znacaj ima veritkalna transamisija.
Zdravstveni radnici su u profesionalnom riziku za HBV infekciju. Ceste su i infekcije
neimunizovanih ukuéana hroni¢no inficiranih ljudi. Opisana je transmisija HBV infekcije
putem transplantacije ekstrahepati¢nih tkiva i organa antiHBc pozitivnih donora (Dickson
i sar. 1997.).

U svetu godisnje umre oko 600.000 ljudi od posledica HBV infekcije (Shepard i
sar. 2006.), dok prema drugim autorima ta cifra doseze milion smrtnih ishoda (Block i
sar. 2007.). Hroni¢ni B hepatitis (HHB) je vode¢i uzorénik ciroze, insuficijencije jetrine
funkcije i HCC (Lee, 1997., Pollicino i sar. 2011.). Oko 25% osoba sa HHB koje su
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inficirane tokom detinjstva, umire od ciroze i HCC (WHO 1997., WHO 2000). HCC je
peti karciom po ucestalosti, a tre¢i karcionom po smrtnosti, sa preko 500.000 smrtnih
ishoda godisnje (Block i sar. 2007.).

Hepatitis B virus je, posle duvana, drugi dokazani humani karcinogen prema
podacima Internacionalne agencije za istrazivanje kancera. Procenjuje se da je odgovoran
za 60-80% slucajeva HCC, te spada u tri najéeséa karcinoma muskaraca u Africi, Aziji i
oblasti Pacfika, a najcesci je karcinom zena (Parkin i sar. 2001.). Hroni¢na HBV infekcija
nosi 200 puta veci rizik za razvoj HCC u odnosu na osobe koje nisu inficirane ovim
virusom. Procenjuje se da HCC nastao kao posledica HBV infekcije uzrokuje 320.000
smtnih ishoda godisnje (WHO 2000). Uprkos padu incidence HBV infekcije u Americi,
incidenca HCC su dvostruko povecala poslednjih 15 godina, a mortalitet od HCC je
porastao za 41%, zbog velikog broja osoba inficiranih pre uvodenja imunizacicije protiv
HBV (El-Serag i sar. 1999). U zemljama u razvoju, veéina bolesnika sa HCC umire
tokom nekoliko meseci od momenta postavljanja dijagnoze. U razvijenim zemljama,
hiruSko lecenje i hemioterapija produzavaju zivot nekih bolesnika sa HCC nekoliko
godina.

Incidenca HBV infekcije i put transmisije znacajano variraju u razlicitim
delovima sveta i u okviru pojedinih populacija (WHO 1996). Stepen endemicnosti
pojednih delova sveta prvenstveno zavisi od uzrasta u kom dolazi do infekcije (Stevens i
sar. 1975., Wasley i sar. 2008.).

U visoko endemske krajeve spadaju oni sa vise od 8% hroni¢no inficiranog
stanovni$tva (Kina, jugoisto¢na Azija, subsaharska Afrika...). U ovim oblastima, 70-90%
populacije ima seroloSke markere aktuelne ili prelezane infekcije. Skoro svi bolesnici sa
HHB su inficirani u perinatalnom periodu ili ranom detinjstvu $to je glavni razlog visoke
stope hroniciteta. Rizik za HBV infekcije postoji i posle 5. godine zitova, ali u manjoj
meri vodi u hronicitet. U visoko endemi¢nim oblastima (Kina, Indija, Singapur,
Vijetnam...) zivi oko 45% ukupnog svetskog stanovni$tva. U ovim krajevima HBV je
odgovoran za 80-90% sluc¢ajeva HCC (Lee i sar. 2007.)

U umereno endemskim krajevima hroni¢na HBV infekcija je zastupljena sa 1-7%

(istocna Evropa, Mediteran, Indija, Japan...), a seroloske markere prethodne HBV
infekcije ima 10-60% populacije. U ovu grupu spada i Srbija. Putevi prenoSenja su

razliCiti, poseban znacaj ima perkutani put — intravenska zloupotreba narkotika,
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tetoviranje, pirsing tela, kozmeticki tretmani... Infekcija nastaje u razili¢itim zivotnim
dobima: kod novorodencadi, u ranom detinjstvu i u odraslom dobu.
Najrazvijeniji delovi sveta (SAD, zapadna Evropa, skandinavske zemlje...)

spadaju u nisko endemske sa < 1% hroni¢no inficiranih. SeroloSke markere ranije HBV

infekcije ima 5-7% stanovnika. Infekcija se obi¢no prenosi intravenskom zloupotrebom
narkotika, zatim medu promiskuitetnim osobama, homoseksulacima (Teo 2005.). Rizik
postoji i za zdravstvene radnike, ¢ak 4 puta veéi u odnosu na opstu populaciju. lako je
procenat infekcije kod novorodencadi i male dece nizak, on znacajno doprinosi ukupnom
broju hroni¢no obolelih.

Veliki procenat inficiranih je medu hematoloSkim bolesnicima i1 bolesnicima na
hemodijalizi. Pored pomenutog, postoje i odredene etni¢ke grupe koje su u visokom
procentu hroni¢no inficirane HBV: urodenici sa Aljaske i sa pacific¢kih ostrva, australijski

Aboridzini, Maori, urodenici iz podruc¢ja Amazona.

Prevalence of Hepatitis B Virus Chronic Infection, 2006

Prevalence of hepatitis B surface antigen

Low <2%
Intermediate 2% - 7%
B High =8% Acknowiedgment: Adapted from Centers for Disease Control and Prevention

Slika 1. Prevalenca HBsAg
(preuzeto sa:http://wwwnc.cdc.gov)
1.3 Struktura HBV

HBV je je jedini DNK primarno hepatotropni virus. Pripada porodici
Hepadnaviridae, rodu Orthohepadnavirus. Pored ¢oveka, domacini su Simpanze i giboni
(Glebe i Urban 2007.).

Kompletna virusna Cestica — Dejnova partikula je sferi¢na, promera 42-47 nm.

Ovo je infektivna forma virusa, sastoji se od lipidnog omotaca i ikozaedarnog
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nukleokapsida, a njen titar u serumu se krece od 10*ml, do preko10%ml. Glavni deo
omotaca Virusa ¢ini HBsAg. Pored toga, HBsSAg je prisutan u serumu inficirane osobe i
samostalno u sferi¢noj (22 nm) i tubularnoj, filamentoznoj formi (razlic¢ite duzine, do 200
nedostaje nukleinska kiselina (Glebe i sar. 2007.). Titar ove sferi¢ne, subvirusne forme se
kreée i do 10**/ml, a koncentracija premasuje koncentraciju Daneovih partikula 10.000-
1.000.000 puta. lako neinfektivne, ove forme HBsAg su visoko imunogene i indukuju
stvaranje neutraliSu¢ih antiHBs antitela. Vezujuéi ova antitela, verovatno omogucavaju
perzistiranje infekcije.

Genom virusa ¢ini nepotpuno dvolancana, cirkularna DNK, koja sa 3200 baznih
parova i predstavlja najmanju virusnu DNK sisara. Zajedno sa HBcAg ¢ini nukelokapsid.
Lanci DNK su asimetri¢ni: dugi (minus) lanac i kraéi (plus) lanac (Nassal 2008.). Minus
lanac je kompletan i na njegovom 5' kraju je kovalentno vezana DNK polimeraza. Krad¢i,
plus lanac celom svojom duzinom ulazi u sastav dvolan¢ane DNK i njegov 3' je
varijabilne je duzine (15-60% duzine dugog lanca).

Postoje 4 regiona (gena) u genomu — P, S, C i X, koji se medusobno preklapaju
na duzini vecoj od polovine genoma. To su takozvani “open reading frames* — ORF ili
otvoreni ramovi C¢itanja (Block 2007.). Oni omogucéavaju da se poveca kodirajuci
kapacitet, jer se, kako nema ,,stop* kodona, DNK ,.¢ita“ jedan i po do dva puta. Svi ORF
su identi¢ne orijentacije, delimi¢no se preklapaju 1 kodirani su negativnim lancem DNK.
Pored njih postoji i 6 startnih kodona, 4 promotera i 2 ,,pojacivaca“ (engl. enhancers)

transkripcije. Genom HBV ne sadrzi nekodirajuce regione.

pre-82

pre-S1

™ -
DEzzL
GRE )

[Jstrand, 2.4kb
[+]stramd, 3.dkb
TATAL

T5-like




Slika 2. Sematski prikaz HBV genoma
(preuzeto sa http://www.microbiologybytes.com/virology/3035pics/Hepatitis2.gif)

Najduzi ORF, P gen, kodira najveéi deo genoma virusa (80%) i virusnu DNK
polimerazu (Chang 1990.) Kod polimeraze se razlikuju 3 domena i tzv. ,spacer:
terminalni protein, reverzna transkriptaza (RNK zavisna DNK poliomeraza) i RNaza H.
Domen reverzne transkriptaze je centralno postavljen, a domen RNaze H se nalazi na C
terminalnom delu lanca. ,,Spacer” razdvaja domen reverzne transkriptaze od domena
terminalnog proteina. Domen terminalnog proteina je od posebnog znacaja jer predstavlja
prajmer za reverznu transkripciju pregenomske (pg) RNK u negativan lanac DNK, te je
od esencijalnog znacaja za aktivnost polimeraze (Zoulim i sar. 1994., Nassal 2008.).

S region ima tri startna kodona i kodira tri transmembranska glikoproteina
virusnog omotaca — L, M i S, a sastoji od 3 podregiona — pre-S1, pre-S2 i S. Najmanji od
glikoproteina je S tj. HBsAg, koji se sastoji od 226 aminokiselina, kodiran je S
podregionom i sadrzi glavnu antigensku determinantu ,,a* (124-147 AK). Upravo ova
antigenska determinanta je epitop za vezivanje antiHBs antitela posle infekcije i
vakcinacije, a vazna je za proizvodnju vakcine i seroloskih testova za dokazivanje HBV
infekcije. M protein je kodiran od strane pre-S2 i S regiona. L protein je najduzi, kodira
ga pre-S1, pre-S2 i S region. Odnos L, M i S proteina u virionu je 1:1:4, dok
neinfektivne, subvirusne partikule sadrze L protein samo u tragovima (Bruss 2007.).

lako receptori za HBV na povrs$ini hepatocita nisu dovoljno ispitani, utvrdeno je
da L protein, tacnije njegov pre-S1 domen, odgovoran za prepoznavanje i vezivanje za
receptore na hepatocitima (Meier i sar. 2013.). Verovatno zato se L protein uglavhom
nalazi na kompletnim virionima (98-99%), a retko je prisutan u neinfektivnim,
nekompletnim formama (1-2%) (Bruss 2007). To ukazuje da se ovim putem sprecava
vezivanje brojno nadmocnijih, neinfektivnih sferiénih formi HBsAg za receptore,
odnosno sprecava se njihova kompeticija sa Dejnovim partikulama za receptore na
hepatocitima (Klingmuller i sar. 1993.).

Proteini omotaca se insertuju u membranu endopalzmati¢nog retikuluma (ER).
Odatle prominiraju u lumen ER i sekretuju se iz inficirane ¢elije kao sferi¢ne, subvirusne

partikule ili kao kompletne, infektivne Dejnovim partikule, nakon S$to obmotaju
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nukleokapsid koji sadrzi DNK virusa. Prisustvo HBsAg u ER daje karakteristican izgled
hepatocitima, koji patolozi opisuju kao ,,ground glass* ¢elije.

U C regionu postoje 2 startna kodona i 2 podregiona pre C i C. C podregion
kodira ,,core* protein tj. HBcAg koji je glavna komponenta kapsida. Ne moze se
detektovati u serumu, ve¢ se nalazi u jedrima hepatocita bolesnika sa aktivnom
replikacijom virusa. Pored toga dokazan je u limfocitima, pankreasu, endotelu krvnih
sudova, $to ukazuje na ekstrahepati¢nu replikaciju. HBCAQ je vazan za enkapsidaciju
PgRNK i njeno vezivanje za virusnu polimerazu. Tako se ovom kompleksu omogucava
inicijacija reverzne transkripcije u novoformiranom nukleokapsidu (Daub i sar. 2002.,
Kann i sar. 2007.)

Pre-C podregion kodira nestrukturalni e protein tj. HBeAg. Tokom procesa
sazrevanja, pre-C transkript prolazi kroz ER, odseca mu se deo i tako nastaje HBeAg koji
se oslobada kao solubilni protein. Radi 0 solubilnom antigenu koji se dokazuje u serumu
inficiranih osoba, a pored toga, nalazi se u jedru, rede citoplazmi inficiranih hepatocita.
Smatra se dobrim, ali ne i neophodnim markerom replikacije HBV, jer replikacije virusa
postoji i kod HBeAg negativnih varijanti virusa (Hadziyannis i sar. 2006.). Prisutan je u
serumu bolesnika sa akutnom HBV infekcijom, a smatra se da njegovo prisustvo duze od
10 nedelja govori u prilog razvoja hroniciteta. HBeAg sluzi kao ,,mamac* za imuni
sistem i kao imunoregulatorni protein promovise perzistiranje virusa (Chen 2005). Deo
formiranog HBeAg, 20-30%, ostaje u citoplazmi, gde antagonizuje TLR singnali put,
¢ime deluje imunomodulatorno i doprinosi supresiji imunskog odgovora domacima
(Lang i sar. 2011).

Najmanji ORF, X gen kodira HBxAg tj. protein X, multfunkcionalni regulatorni
protein sa transaktivacionim i proapoptotickim potencijalom. Protein X se nalazi u
velikoj meri u citoplazmi, dok je u jedru ¢elije prisutan u maloj koli¢ini. Ima ulogu
transaktivatora transkripcije. Poznato je da se HBxAg smatra za kofaktor u karcinogenezi
HCC (Block 2007). Utvrdeno je da indukuje hepatocelularnu proliferaciju in vitro i in
Vivo i o$te¢uje funkciju tumor supresorskog proteina p53 (Madden i sar. 2001., Tralhao i
sar. 2002.). Pored toga, mali X protein, indukuje lipogenezu i akumulaciju lipida u
hepatocitima i ¢elijama HCC i potencira aktivnost TGF-B (Kim i sar. 2008, Na i sar.
2009.). Postoje i opre¢na saopsStenja po kojima protein X, indukuje apoptozu izmenjenih

hepatocita, pa mu se pripisuje citostatska uloga (Song i sar. 2003., Kim i sar. 2005).
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Dokazano je da je protein X neophodan za replikaciju ¢elije in vitro i in vivo i odrzavanje
produktovnosti virusa. Tako pri inokulaciji ¢elija sa HBV bez HBxAg, nije doslo do
produktivne infekcije, $to nije bio slucaju pri inokulaciji ,,divljim tipom*“ HBV (eng. wild
type, wtHBV) (Tsuge i sar. 2010., Lucifora i sar. 2011.). Potvrdeno je da ulazi u sastav
minihromozoma kovalentno zatvorene, cirkularne (engl. covalently closed circular - ccc)
DNK (Levrero i sar. 2009., Lou i sar. 2013.) i podstic¢e enkapsidaciju pgRNK (Melegari i
sar. 2005). Sve to govori 0 ulozi HBxAg u razli¢itih faza Zivotnog ciklusa HBV. Dalje
ispitivanje funkcije proteina X je od velikog znacaja, posebno sa aspekta potencijalnog

ciljnog mesta buducéih antivirusnih lekova.

1.4 Zivotni ciklus HBV

Replikacija virusa hepatitisa B je posebna u odnosu na ostale DNK viruse.
Replikacija se odigrava u hepatocitima preko tzv. pregenomske RNK (pgRNK).

Najranije faze Zivotnog ciklusa su neodovoljno ispitane, pre svega sa stanovista
vezivanja za receptore na hepatocitima. Ve¢ je napomenuto da je pre-S1 domen L
proteina, odgovoran za prepoznavanje i vezivanje za receptore na hepatocitima (Meier i
sar. 2013.). Istrazivanje otezava nedostatak adekvatnog in vitro sistema, jer su primarne
kulture hepatocita osetljive na infekciju samo nekoliko dana. Nadu za dalje ispitivanje
pruza otkrice da su primarne kulture hepatocita rov¢ica (Tupaia belangeri) osetljive na
HBV, kao i Celijske linijame hepatoma (HepaRG) (Glebe 2006., Glebe i Urban, 2007).
Vise proteina je razmatrano za ulogu receptora za vezivanje HBV. Nedavna istrazivanja
su ukazala da se prodor HBV odvija preko bazolateralne membrane diferentovanih i
polarizovanih hepatocita (Schulze i sar. 2012.).

U daljem toku, dolazi do spajanja omotacCa virusa i membrane hepatocita,
nukleokapsid virusa se oslobada u citoplazmu hepaticita. Genom se transportuje u
nukleus, a veruje se da se transport odigrava posredstvom sistema mikrotubula (Rabe i
sar. 2006). U jedru hepatocita se odvija Klju¢ni momenat u zivotnom ciklusu HBV -
formiranje cccDNK (Gou i sar. 2012.). Ve¢im delom cccDNK se koristi kao matrica za
produkciju pgRNK.

Slede¢i vazan korak u HBV replikaciji je specificno pakovanje pgRNK i reverzne
transkriptaze u novoformirane kapside. Procesom reverzne transkripcije, pgRNK se

reverzno prepisuje u komplementarni minus DNK lanac. Pregenomska RNK se
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dezintegrise dejstvom RNaza H domena DNK polimeraze. Po zavrSenoj sintezi minus
DNK lanac sluzi kao kalup za sintezu komplementarnog plus DNK lanca pomocu DNK
polimeraze. Ovako nastaje nepotpuno-dvolancanu, cirkularnu DNK, pakuje se u novi
virion i oslobada iz zarazenog hepatocita u cirkulaciju (Garcia i sar. 2009.). Smatra se
kompletiranje Daneove partikule odgirava u endoplazmati¢nom retikulumu (ER).

Deo cccDNK ostaje u jedru u nereplikativnoj formi (prose¢no 1-50 kopija/jedru).
Upravo cccDNK dovodi do relapsa po prekidu terapije inhibitorima reverzne
transkriptaze kod hroni¢no inficiranih ili do reaktivacije infekcije u uslovima
imunosupresije (hemioterapija, kortikosterodina terapija, transplantacija organa...).
Inhibitori HBV polimeraze ne deluju direktno na cccDNK, kako je opisano u brojim in
vitro i in vivo studijama, $to ukazuje da je cccDNK minihromozom vrlo stabilan u
hepatocitima (Lutgehetmann i sar. 2010.) Identifikacija molekularnih mehanizama koji
reguliSu stabilnost cccDNK i njenu transkripcionu aktivnost, moze biti put za nov
terapijski pristup i dizajniranje strategija za smanjenje rezervoara cccDNK (Levrero i sar.
2009.).

1.5 Geneticka varijabilnost HBV

Pocev od 2000. godine, geneticka varijabilnost HBV je predmet sve veceg
interesovanja istrazivaca i klini¢ara. Jedno og glavnih obelezja HBV je veoma visoka
stopa replikacije (preko 10%'! kopija/24h), koju neminovno prate greske. Bitna
karakteristika revezne transkriptaze je nemoguénost da ispravlja ove slucajno nastale
greske (Yim 2008.). To je razlog zbog koga se kod HBV mutacije javljaju 10° puta cedée
nego kod drugih DNK virusa (Locarnini 2005). Mutacije se mogu javiti u bilo kom delu
genoma, te tako nastaju varijante virusa sa replikacijom i odgovorom na antivirusnu
terapiju razli¢itim od divljeg tipa HBV (engl. wild typeHBV ili wtHBV. Pored toga, nove
terapijske opcije dovele su do napretka u terapiji HHB, ali i do novih izazova. Kao
posledica upotrebe nukleozidnih ili nukleotidnih analoga (NA), doslo je do pojave
kvazispecijesa rezistentnih na ove lekove, zbog selektivnog pritiska antivirusne terapije
(Sheldon i sar. 2006., Yim 2008.).

1.5.1 Genotipovi

Podela HBV na genotipove bazira se na razlici u nukleotidnoj sekvenci vecoj od

8% duz celog genoma. Otkriveno je 10 genotipova koji se obelezavaju slovima A-J, sa



karaktericnom geografskom distribucijom (tabela br. 2). Najpre je 1988. godine
objavljeno otkri¢e prva Cetiri genotipa, oznacena slovima A-D (Okamoto i sar. 1988.).
Sledilo je otkri¢e i1 ostalih genotipova F, E, G, H (Norder i sar. 1994., Stuyver i sar.
2000., Aaruz-Ruiz i sar. 2002.). Poslednji su otkriveni genotipovi | i J (Tran i sar. 2008.,
Tatematsu i sar. 2009.), mada je postojanje genotipa I bilo predmet diskusije (Kurbanov i
sar. 2008.)

Tabela 1. Geografska distribucija genotipova HBV

genotip geografska distribucija
A Afrika, Indija, severna Europa, SAD
Azija, SAD
Azija, SAD
Indija, bliski Istok, juzna Evropa, SAD
zapadna i juzna Afrika
centralna i juzna Amerika
Evropa, SAD
centralna i juzna Amerika, Kalifornijau SAD
Vijetnam

« — T O M m OO W

Japan

Genotip A dominira u severnoj Evropi i SAD (Chu i sar. 2003., Deterding i sar.
2008). Genotipovi B i C su karakteri¢ni za podrucje Azije i Dalekog Istoka (Zeng i sar.
2005., You i sar. 2008., Ma i sar. 2013.). Genotip D je prisutan Sirom sveta, ali dominira
na Mediteranu, Bliskom Istoku i Indiji (Hadziyannis 2011.). Genotip E je najceséi u
zapadnoj i juznoj Africi (Andernach i sar. 2009.). Genotip F potice iz Centralne i Juzne
Amerike (Arauz-Ruiz i sar. 2002., Devesa i sar. 2007., Marciano i sar. 2013.). Genotip G
je otkriven u Evropi (Francuska, Gruzija, Engleska, Italija, Nemacka) i SAD (Stuyver i
sar. 2000, Chu i sar. 2003., Calin i sar. 2013.). Genotip H je dokazan u Kaliforniji,
centralnoj i juznoj Americi (Arauz-Ruiz i sar. 2002., Devesa 2007., Roman i sar. 2013.).
Najmanje je podatka o genotipu | opisanom u Laosu i Vijetnamu i genotipu J koji je
otkriven u Japanu (Olinger i sar. 2008., Tran i sar. 2008., Tatematsu i sar. 2009.).
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Slika 3. Globalna distribucija HBV genotipova i subgenotipova.

(preuzeto iz: Zhang Q, Cao G. Genotypes, mutations, and viral load of hepatitis B virus and the risk of

hepatocellular carcinoma. Hepat Mon 2011;11:86-91.)

Geografska distrubija genotipova vezuje se za migraciju stanovnistva (Miyakawa
i sar. 2003.). U Indiji su prisutni genotipovi A i D. Prema nekim podacima oni su
zastupljeni prili¢no ujednaceno (Thakur i sar. 2002). Prema saopstenjima drugih autora, u
Indiji dominira genotip D, a genotip A odgovoran za samo 5-8% slucajeva HBV infekcije
(Gandhe i sar. 2003., Arankalle i sar. 2003.). Genotipovi B i C dominiraju na Dalekom
Istoku i u jugosto¢noj Aziji (Nakayoshi i sar. 2003., Chan i sar. 2003., Sumi i sar. 2003.)
U ovim oblastima HBV infekcija je visoko endemicna, a vertikalna transmisija su glavni
put Sirenja infekcije. Suprotno tome, genotipovi A i D su karakteri¢ni za zapadnu Evropu
i serevrnu Ameriku. U podru¢ju Mediterana, bliskog Istoka i centralne Azije genotip D
dominira. Smatra se HBV izolati u Indiji potici iz Evrope ili vice versa. Genetske studije
kojima su prouc¢avani mitohondrijalna DNK i Y hromozom indijske populacije, pokazuju
slicnost sa nalazima iz Evrope. Zato se smatra da je genotip D pre velikih migracija
dominirao u Indiji, a da je kasnije delimi¢no potisnut genotipom A (Kumar i sar. 2005.).

Cinjenica je da globalizacija, i dalje prisutne migracije, interkontinentalni
saobracaj, ali i implementacija HBV vakcinacije, uslovljavaju promene (engl. shift) u

prevalenciji genotipova hepatitisa B u razli¢itim geografskim podrucjima.
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1.5.2 Subgenotipovi

Zbog velike varijabilnosti nukelotidnih sekvenci unutar genotipova, doslo je do
podele genotipova na subgenotipove. Subgenotipovi se baziraju na razlici u nukleotidnoj
sekvenci vecoj od 4% duz celog genoma. Obelezavaju se brojevima. U okviru genotipa A
opisani su subgenotipovi A1-A6 (Hubschen i sar. 2011., Pourkarim i sar. 2010.). Za
genotip B su otkriveni genotipovi B1-B8 (Mulyanto i sar. 2009., Abdou Chekaraou i sar.
2010.). U okviru genotipa C neki autori definiSu ¢ak 14 subgenotipova C1-C14 (Shi i sar.
2012.). Genotip D se karakteriSe postojanje subgenotipova D1-D9 (Ghosh i sar. 2013.).
Kod genotipa F definisani su subgenotipovi F1-F4 (Devesa i sar. 2008., Alvarado-Mora i
sar. 2013.) U okvriru genotipa I, razmatra se postojanje dva subgenotipa - 11 i 12 (Olinger
i sar. 2008., Li sar. 2013.)

1.5.3 HBsAg serotipovi ili subtipovi

Serotipovi HBV su otkriveni na osnovu reaktivnosti HBsAg sa poznatim
panelima antitela (Bouvier i Williams 1975.).

Serotipovi HBV odreduju se na osnovu vezivanja parova posebnih antigenskih
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determinanti za jedinstvenu antigensku determinantu ,,a“. Po otkricu molekularnih
dijagnostickih metoda, zaklju€eno je da su serotipovi, u stvari, posledica razlicite
sekvence amino kiselina u HBsAg i zato se jo$ zovu HBsAg subtipovi.

Glavna antigenska determninanta ,,a*, zajednicke je za sve izolate HBV, a ostale
determinante su uzrok varijabilnosti. Tako su najpre definisane determinante d iy, wir,
na osnovu kojih je izvrSena klasifikacija 4 glavna HBsAg subitpa ili serotipa: adw, adr,
ayw, ayr. Daljim otkri¢em determinante ¢ i subdeterminanti g+ i q-, wl-w4, definisano je
9 serotipova aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4q-, adrg+, adrg- (Couroucé-Pauty
I sar. 1983., Lusida i sar. 2008.). Poslednji je opisan osporavani HBsAg subtip adw3
(Arauz-Ruiz i sar. 2002., Echevarria i sar. 2005.).

1.5.4 Genske varijante omotaca virusa
Moguée su mutacije determinante ,,a“ koje za posledicu imaju stvaranje tzv.
,mutanata koji izbegavaju dejstvo vakcine* (eng. vaccine-escape mutants ili VEM). Kod

bolesnika lecenih NA, opisuju se tzv. ,,potencijalni mutanti koji izbegavaju dejstvo
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vakcine® ili eng. “antiviral drug-associated potential vaccine-escape mutants”, skra¢eno
ADAPVEMs (Sayan i sar. 2013.).

Varijante virusa sa mutacijom ,,a“ determinante ne bivaju prepoznate od strane
antiHBs antitela. Obi¢no se radi o minor populaciji. Ipak ove varijante virusa se mogu
preneti i izazvati de novo infekciju (Margeridon-Thermet i sar. 2009.). Postojanje ovih
mutiranih sojeva virusa je objasenjenje za sledece klinicke situacije:

- nastanak okultne infekcije sa lazno negativnim seroloSkim testovima za
odredivanje HBsAg

- nastanak infekcije uprkos prethodnoj vakcinaciji protiv HBV

- izostajanje neutraliSuceg efekata hepatitis B imunoglobulina (HBIG).

1.5.5 Pre-Core varijante

Mutacije u pre-C delu genoma imaju za posledicu smanjenu ili obustavljenu
ekspresiju HBeAg, a ne uticu na ekspresiju HBcAg. S obzirom da HBeAg nije strukturni
protein, replikacija virusa se neometano odvija.

Postije dve vrste mutacija koje uticu na ekspresiju HBeAg. Prve mutacije su u
regionu bazalnog core promotra - BCP (engl.“basal core promotor*), koji pripada okviru
Citanja X gena. BCP mutacije (A1762T i G1764A) uslovljavaju smanjenu ekspresiju
HBeAg. U drugu grupu spada mutacija (G1896A), locirana je u pre-C regionu, dovodi
do nastanka stop kodona i kompletnog prestanka sinteze HBeAg. Ova mutacija se
naj¢esce opisuje kod genotipa D i genotipa E, za razliku od drugih genotipova (Chu i sar.
2003., Hadziyannis 2011.).

1.5.6 Mutacije u P genu

S obzirom da je reverzna transkriptaza (RT) ciljno mesto delovanja NA, mutacije
P gena su od esencijalnog znacaja za uspeh antivirusne terapije ovim lekovima. NA imaju
strukturu sli¢nu prirodnim nukleotidima, uz modifikaciju u Se€ernim ili baznim grupama,
te stupaju u kompeticiju sa prirodnim nukleotidima za vezivanje za RT. Nakon vezivanja,
ovi lekovi deluju tako $to sprecavaju sintezu (-) ili (+) DNK lanca ili ometaju sintezu
prajmera za (-) DNK lanac.

DNK polimeraza ima sedam visokokonzerviranih funkcionalnih domena,

obelezenih slovima A-G. Svojim aktivnim mestom ona povezuje nukleotide sa pgRNK i
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ugraduje ih u novi lanac DNK. Njen C domen sadrzi Cetiri aminokiseline 203-206
(tirozin-metionin-aspartat-aspartat) tzv. YMDD motiv i predstavlja aktivno, kataliticko
mesto ovog enzima. Mutacije koje uslovljavaju rezistenciju na lamivudin obi¢no su
unutar YMDD motiva. Usled mutacija YMDD motiva, menja se konformacija enzima i
smanjuje se afinitet za vezivanje NA, dok se sposobnost virusa da vezuje prirodne
nukleotide odrzava. Mutanti imaju smanjenu replikativnost sposobnost u odnosu na
WtHBV.

Najces¢a mutacija je zamena metionina valinom, rede izoleucinom, na kodonu
204 C domena (M204V, M2041). Ove mutacije uslovljavaju rezistenciju HBV na
lamivudin, emtricitabin i telbivudin (Zoulim i sar. 2009.). Sa ovom mutacijom mogu biti
udruzene i druge kompenzatorne, koje zajedno sa mutacijom u YMDD, vraéaju
replikativhu sposobnost virusu i izjednacavaju se sa wtHBV (Niesterst i sar.2005.).
Najcesca od ovih kompenzatornih mutacija je mutacija u B domenu, zamena leucina
metioninom na poziciji 180 (L180M). Radi se zapravo o kompenzatornoj mutaciji, koja
zajedno sa mutacijom u YMDD dovofi do rezistencije, a njena funkcija je da mutiranom
soju povrati replikativnu sposobnost do nivoa wtHBV (Niesters i sar. 2005.).

Rezistencija na adefovir uslovljena je mutacijama koje nisu vezane za YMDD
motiv, te se terapija moze nastaviti ovim lekom nakon razvoja rezistencije na lamivudin.

Dokazanao je da rezistentni sojevi virusa na NA postoje kod bolesnika koji nisu
le¢eni ovim lekovima (Kim do i sar. 2013.). Obi¢no su prisutni kao minor varijante, ali
pod selektivnim pritiskom terapije mogu postati dominantni, ¢ak se i preneti se na druge

osobe (Coppola i sar. 2013.).

1.5.7 Klinicki znacaj geneticke varijabilnosti HBV

lako brojna istazivanja ukazuju na mogu¢ uticaj genotipova i subgenotipova HBV
na klinicki tok bolesti, podaci su opre¢ni, Cesto kontradiktorni, a definitvne veze i
patogenetski mehanizmi treba tek da budu utvrdeni. Uticaj HBSAg subtipova na tok
hroni¢nog B hepatitisa 1 uspeh antivirusne terapije, nije bio predmet znacajnijeg
istrazivanja.

Najvise podatka o vezi genotipova i toka bolesti potice iz azijskih zemalja koje
karakteriSe visoka prevalenca HBV infekcije (8-15%). U ve¢em delu Azije dominiraju

genotipovi B i C. Istrazivanja kod bolesnika iz Tajvana sa hronicnom HBV infekcijom i
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prisutnim HBeAg, govore o tezim klini¢kim formama hroni¢nog hepatitisa i ¢eS¢om
progresijom u cirozu kod bolesnika sa genotipom C nego kod bolesnika sa genotipom B
HBV (Chu i sar. 2005). Sa ovim su saglasni i rezultati drugih autora (Chan 2002.)
Ispitivanjem bolesnika sa HBeAg-negativnim hroni¢nim hepatitisom B u Hong Kongu,
utvrdeno je genotip C bio udruzen sa tezim histoloSskim oste¢enjem nego infekcija
genotipom B HBV (Chan 2002.).

Velika studija sprovedena u Kini, kojom je obuhvaceno 884 bolesnika sa B i C
genotipom HBV, nije ukazala na razliku u biohemijskim analizama i nivou viremije
izmedu ova dva genotipa (Zhao i sar. 2007.). Autori nisu nas$li ni razlike u tom smislu
izmedu subgenotipova C1 1 C2. Medutim, dokazano je da postoji znaajna razlika u
stepenu hepati¢ne nekroinflamacije i fibroze izmedu ova dve genotipa HBV. Histoloske
promene bile su teze kod genotipa C (Zhao i sar. 2007.). Takode je uoceno da je genotip
C HBYV pracen veéim rizikom za razvoj hepatocelularnog karcinoma u Tajvanu, dok je u
Kini istaknut subgenotip C2 i za njega karakteristi¢ne mutacije, kao faktor rizika za HCC
(Kao i sar. 2000., Chen i sar. 2012.). Kod ispitivane populacije sa Tajvana, uocena je i
veca zastupljenost genotipa B kod mladih bolesnika (< 50 godina), u odnosu na bolesnike
starije od 50 godina (Kao i sar. 2000.). Genotip C je kod bolesnika iz Kine, pored ciroze
jetre, bio nezavisan faktor rizika za razvoj HCC (Chan 2004.).

I ekstrahepati¢ne manifestacije HBV infekcije dovedene su vezu sa genotipom
HBV. Tako je kod dece sa hroni¢nim hepatitisom B u Kini dokazano prisustvo B i C
genotipova. Glomerulonefritis je bio ¢e$¢i kod dece inficirane genotipom C HBV (Leli i
sar. 2012.).

U evropskim zemljama najces$¢i su genotipovi A i D. Genotip D dominira u
mediteranskoj regiji, Bliskom istoku i centralnoj Aziji. Poredenjem genotipova A i D,
utvrdeno je da je genotip A ¢eS¢e od genotipa D povezan sa viSim vrednostima ALT,
HBeAg pozitivnoS¢u, odsustvom antiHBe antitela, a kod dugotrajne infekcije sa
razvojem ciroze i hepatocelularnog karcinoma. (Kumar i sar. 2005.)

Postoje 1 autori koji iznose drugacije nalaze 1 navode da je genotip D uzro¢nik
teze forme bolesti i pojave hepatocelularnog karcinoma u mladem uzrastu od genotipa A
(Thakur i sar.2002.).

Izucavan je i uticaj razli¢itin genotipova HBV na uspeh antivrusne terapije.

Razmatran je efekat antivursne terapije interferonom kod bolesnika inficiranih
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genotipovima A i D HBV. U jednoj studiji je utvrdeno je da je stabilan virusoloski
odgovor bio znacajno ¢es¢i kod genotipa A u odnosu na genotip D. Zakljuceno je da su
genotipovi A i D nezavisni prediktori uspeha antivirusne terapije interferonom, te da bi
antivirusna terapija adaptirana prema odredenom genotipu bila efikasnija (Erhardt i sar.
2005.).

Analogno tome, ispitivan je uticaj genotipova HBV na uspeh antivirusne terapije
NA (Zollner i sar. 2001., Zollner i sar. 2002., Zollner i sar. 2004.). Dokazano je da
HBsAg subtip adw, a samim tim i genotip A u kome se on nalazi, ima 20 puta ve¢i rizik
za nastanak rezistencije na NA od genotipa D (Zollner i sar. 2001.). Istrazivanja su
pokazala da bi genotip HBV mogao uticati na razvoj rezistenicje, a time i na uspeh
antivirusne terapije NA, jer su uocene razli¢ite mutacije YMDD motiva izmedu HBV
genotipova D and A (Mirandola i sar. 2012.).

Za razliku od hroni¢nog hepatitisa C, odredivanje genotipova HBV nije rutinska
praksa. Uprkos brojnim objavljenim studijama, ¢vrste veze izmedu genotipova HBV,

toka hroni¢nog B hepatitisa i uspeha antivirusne terapije nisu jo§ uvek potvrdene.

1.6 Patogeneza hroni¢ne HBV infekcije

S obzirom da HBV nema direktno citopatogeno dejstvo, klinicke manifestacije
hroni¢nog hepatitsa B posledica su celularnih i humoralnih imunski-posredovanih
mehanizama. Ovi mehanizni usmereni su na prepoznavanje ciljnih antigenih virusnih
epitopa HBCAg i HBsAg. Hepatociti koji eksprimiraju HBcAg bivaju prepoznati i
napadnuti od strane citotoksicnih CD8+ limfocita (CTL). Liza hepatocita rezultita
porastom vrednosti ALT. HBcAg senzibilise i CD4+ limfocite, koji takode luce citokine
koji, pored ostalog, imaju i antivirusno dejstvo, ukljucujuci i INF-y i TNF-a. Perzistentna
HBYV infekcija se karakterise slabim imunskim odgovorom, zbog slabog odgovora CD4+
limfocita u ranoj fazi infekcije. To za posledicu ima razvitak kvalitativno i kvantitativno
slabijeg CD8+ T ¢elijskog odgovora.

Za perzistiranje infekcije, pored ostalih virusnih proteina, odgovorno je i prisustvo
HBeAg. HBeAg suprimira i humoralni i celularni imunski odgovor na HBcAg. On
indukuje toleranciju T limfocita, sluzi kao ,,mamac®, jer HBeAg i HBcAg dele T-celijski

epitop. Tako HBeAg slabi dejstvo CTL na HBcAg i omogucava odrzavanje infekcije.

16



Smatra se da je prevaga Th-1 nad Th-2 citokinskim odgovorom, uz produkciju IL-
2, IFN-a i limfotoksina (TNK-B), odgovorna za eliminaciju virusa tokom akutne i
hroni¢ne HBV infekcije. Suprotno tome, za odrzavanje hroni¢ne infekcije odgovorna je
prevaga Th-2 citokinskog odgovora, uz produkciju IL-4, IL-5 i IL-10 Kkoji pospesuje

humoralni imunski odgovor (Chisari i sar. 2010).

1.7 Prirodni tok hroni¢ne HBV infekcije

Prirodni tok hroni¢ne HBV infekcije odreden je interakcijom izmedu replikacije
virusa i imunskog odgovora domacina. Postoje, naravno, 1 drugi faktori koju uti¢u na tok
hroni¢cne HBV infekcije — pol, konzumiranje alkohola, imunosupresivna odnosno
citostatska terapija, koinfekcije drugom virusima (HIV, HCV, HDV).

Prirodni tok HHB kod 15-20% obolelih vodi u cirozu jetre i HCC. Ishod HHB
zavisi od histolSkih promena u jetri u trenutku prestanka replikacije virusa. Prirodni tok
hroni¢nog hepatitisa B se moze podeliti u pet faza, koje ne moraju i¢i istim redosledom.
Kod odraslih nije uvek prisutna imunotolerantna faza (Yim i sar. 2006., Liaw 2009.)

| faza - imunotolerantna faza

Za ovu fazu, koja traje 10-30 godina, karakteristi¢na je visoka replikacija HBV, sa
prisustvom HBeAg u serumu, visokom viremijom, noramalnim ili lako poviSenim
vrednostima ALT i minimalnim histoloSkim promena u jetri. HBeAg deluje kao faktor
tolerancije, smanjuje reaktivnost T ¢elija. Smatra se da do bolesti jetre ne dolazi, uprkos
visokom nivou replikacije, upravo zbog imunske tolerancije na HBV (Dienstag 2008.)
Ova faza infekcije je ¢es¢a i duza kod osoba inficiranih rano u Zivotu, $to se tumaci
imunskom nekompetentnos¢u obolelih (Liaw 2009., Yim i sar. 2006., Hadziyannis
2011.).

Il faza - imunoeliminatorna, imunoaktivna faza

Tokom ove faze dolazi do gubitka imunske tolerancije domacina na prisustvo
virusa, usled aktivacije T celijskog odgovora na HBeAg i HBcAg. Dolazi do skoka
viremije, skoka aktivnosti ALT, uz izrazeno nekroinflamatorno oSteenje jetre i brzo
napredovanje fibroze. Prisutno je ,talasanje”, fluktuacija aktivnosti transaminaza, uz
dalje sniZenje viremije, a u daljem toku i do serokonverzije tj. gubitka HBeAg u serumu i
pojve antiHBe antitela (Hadziyannis 2011.). U poredenju sa genotipovima A i B,

bolesnici sa genotipovima C 1 D imaju nize stope 1 odloZzenu sponatnu HBeAg
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serokonverziju (Liu i sar. 2013.). Ova faza traje od nekoliko nedelja do nekoliko godina
(Fattovich i sar. 2008.).

I11 faza -inaktivna faza, nereplikativna, intregrativna faza

Ovu fazu karakteriSe neprogresivna bolest jetre, uz prisustvo HBsAg, HBeAg
negativnost i antiHBe pozitivnost, uredna aktivnsot transaminaza i niska viremija (HBV
DNK < 2000 IU/ml). Ova faza je dugoro¢no povoljna za bolesnika, a rezultat je imunske
kontrole infekcije (Wong i sar. 2013.). Poznata je i kao faza ,,zdravog vironostva® ili
»inaktivno HBsAg nosilastvo®. Kod bolesnika kod kojih je do serokonverzije doslo
kasno, nakon puno godina hroni¢nog hepatitisa, postoji rizik da se razvije ciroza jetre.
Zbog rizika od relapsa bolesti, sa moguéim vracanjem HBeAg, i potencijalnog razvoja
ciroze, neophodno je kontinuirano pracenje ovih bolesnika (Liaw 2009.) Kod genotipa C
ucestalost relapsa bila je niska, ako se serokonverzija desavala pre 30. godine, a znac¢ajno
visa kod bolesnika kod kojih se serokonverzija desavala posle 40. godine.

IV faza -HBeAg-negativni hroni¢ni hepatitis

Kod 1-5% bolesnika, nakon HBeAg/antiHBe serokonverzije, replikacija virusa
perzistira, uz biohemijske i patohistoloske znake aktivne hroni¢ne infekcije. Javljaju se
povremene rekativcije bolesti, pracenje fluktuacijom viremije i aktivnosti serumskih
transaminaza. Radi se o aktivnoj bolesti jetre sa visokim rizikom od pregresije fibroze i
pojave ciroze i HCC. Kod ovih bolesnika je neophodno pazljivo pracenje, uz redovne
ultrazvuéne kontrole i odredivanje alfa fetoproteina zbog moguce pojave HCC. Ovo je
najcesci tip HHB u zemljama Mediterana (Hadziyannis 2011., Deli¢ 2012.).

V faza — HBsAgQ negativna faza

Posle gubitka HBsAg, HBV DNK se ne detektuje u krvi, a prisutna su antiHBc
antitela, sa ili bez antiHBs antitela. Nizak nivo replikacije perzistira u jetri, gde se HBV
DNK moze detektovati. Ova faza je vezana za manji rizik od nastavka ciroze jetre i HCC
(Pan i sar. 2005.). Postoji rizik od reaktivacije HBV infekcije, pod dejstvom
imunosupresivne hemioterapije (Lok i sar. 2012., Zachou i sar. 2013.)

1.8 Klinic¢ke karakteristike hroni¢éne HBV infekcije

90% inficiranih perinatalno, 20-50% inficiranih izmedu prve i pete godine i do
5% inficiranih u odraslom dobu, razvi¢e hroni¢ni B hepatitis (Ganem 2004, McMahon
1985.).
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Vecina bolesnika je bez simptoma, a neki mogu imati nespecificne tegobe, kao Sto
malaksalost, brzo zamaranje, slabiji apetit. Simptomi se javljaju uglavnom kod progresije
bolesti u cirozu. Simptomi mogu poticati i od ekstrahepati¢nih manifestacije hroni¢ne
HBYV infekcije (polyarteritis nodosa, nefropatija/glomerulonefritis). Izuzev manje ili vise
izrazene hepatomegalije, fizikalni nalaz je uglavnom uredan, a kod uznapredovale bolesti
jetre vide se splenomegalija, spider naevusi, caput medusae, palmarni eritem,
ginekomastija, atrofija testisa... Kod bolesnika sa dekompenzovanom cirozom jetre
prisutni su ascites, ikterus, periferni edemi, encefalopatija, znaci hemoragijskog sindroma
(Deli¢ 2012.). Pored HBsAg pozitivnosti duze od 6 meseci, odgovarajucih histoloskih
promena, prisutna je i intermitentno ili perzistentno, lako do umereno povisena aktivnost
serumskih transaminaza (AST i ALT). Na osnovu HBeAg/antiHBe statusa razlikuju se
HBeAg pozitivni i HBeAg negativni HHB.

1.8.1 HBeAg-pozitivan hroni¢ni hepatitis

Tok HBeAg-pozitivnog hepatitisa odreden je staro$¢u bolesnika u trenutku
infekcije. Kod bolesnika inficiranih perinatalno, imunotelarantna faza traje dugo, 10-30
godina, posle ¢ega dolazi do razvoja srednje teSkog ili teSkog hroni¢nog hepatitisa. Kod
osoba koje su inficirane kasnije u Zivotu, posle znatno kra¢eg vremena razvijaju srednje
tezak do tezak hroni¢ni hepatitis. Prestanak imunotorelantne faze ogleda se u skoku
aktivnosti ALT i pogorSanju histoloskog nalaza, zbog pokretanja snaznog HBV
specificnog imunskog odgovora. U daljem toku dolazi do serokonverzije HBeAg u
antiHBe, normalizacije ALT 1 pada viremije. GodiS$nja stopa spontane serokonverzije je
3-12%, odnosno nakon 5-10 godina od momenta nastanka infekcije desi¢e se kod 50-
70% bolesnika. Prediktivni faktori za sponatnu serokonverziju su starije Zivotno doba,
Zenski pol, visoka aktivnosti serumskih transaminaza.

Sledi faza “inaktivnog HBsAg nosilastva”, sa nalazom HBSA(g, antiHBe antitela,
urednom aktivnoséu ALT, nemerljivom viremijom, bez fibroze u hiostoloskom nalazu ili
sa minimalnom fibrozom. Kod nekih bolesnika visegodiSenju nemerljivu viremiju sledi
serokonverzija HBsAg u antiHBs antitela (1-2% u zapadnoevropskim zemljama, samo
0,05-0,08% u endemskim krajevima na godisnjem nivou) (Liaw i sar. 1991.). Istrazivanja
govore da trogodisnji ubrazan pad koncentracije HBsAg, prethodi gubitku HBsAg (Chen
i sar. 2012.)
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U ovoj grupi “zdravih” nosilaca virusa moze doé¢i do reaktivacije u 20-30%
sluajeva. Do reaktivacije dolazi usled koinfekcije sa drugim hepatotropnim virusima
(HCV, HDV) ili usled drugih uzroka (alkohol, hepatotoski¢ni lekovi...).

Kod male grupe bolesnika (1-5%) nakon HBeAg/antiHBe serokonverzije,
replikacija ipak perzistira, uz biohemijske i histoloSske znake hroni¢ne infekcije. To je
grupa bolesnika sa HBeAg-negativnim hepatitisom.

1.8.2 HBeAg-negativan hroni¢ni hepatitis

Za HBeAg-negativan hepatitis karakteristicno je prisustno HBsAg, antiHBe
antitela, detektibilna viremija, poviSena aktivnost serumskih transaminaza, znaci
nekroinflamacije i fibroze u tkivu jetre. To su najces¢e muskarci, u Starijem Zivotnom
dobu. Tok bolesti je nestabilan sa “talasanjem” aktivnosti serumskih transaminaza i
niova HBV DNK (Lok i sar. 2007., Deli¢ 2012.).

1.8.3 Dugoroc¢ne posledice hroniéne HBV infekcije - ciroza jetre i hepatocelularni
karcinom

Nakon postavljanja dijagnoze hroni¢nog B hepatitisa procenjeno petogodisnje
prezivljavanje za sve bolesnike je 100%. Ciroza jetre i HCC su dugoro¢ne posledice
HHB koje znacajno povecavaju morbiditet i mortalitet ovih bolesnika. Procenjuje se da je
su petogodis$nje stope progresije:

- 10-20%, iz hroni¢nog hepatitisa u cirozu jetre;
- 20-30%, iz kompenzovane ciroze u dekompenzovanu
- 5-15%, iz kompenzovane ciroze u HCC (Fattovich i sar. 2008.)

Stopa petogodiSnjeg prezivljavanja je 85% za obolele sa kompenzovanom
cirozom. Kod dekompenzovane ciroze stopa jednogodisnjeg prezivaljvanja je 55-70%, a
petogodis$njeg samo 15-35% (Fattovich i sar. 2008.).

Kod nelecenih bolesnika sa HBeAg pozitivnim HHB, petogodisnja kumulativna
incidenca ciroze je 8% to 20% (Fattovich 2003.). Kod HBeAg negativnog hepatitisa
stopa ciroze je visa. Stariji uzrast i perzistentna virusna replikacija prediktori su
progresije HHB u cirozu, ali i smrtnog ishoda (Pan i sar. 2005.). Istrazivanja iz Azije
ukazuju da je genotip C nosi veci rizik za razvoj ciroze od genotipa B (Kao i sar. 2000.).
Posebno se istic¢e uloga subgenotipa C2 u pojavi ciroze jetre. (Chen i sar. 2012.) Visoka
viremija (>1,000,000 copies/mL) diretkno je uticala na razvoj ciroze tajvanskih bolesnika

(Chen i sar. 2011.). Kada se ciroza uspostavi, vremenom ¢e do¢i do dekompenzacije. U
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EUROHEP kohortnoj studiji, petogodisnja kumulativna incidenca hepaticne
dekompenzacije bila je 16%, sa srednjim intervalom izmedu dijagnoze ciroze i prve
epizode dekompenzacije 31 mesec (od 6-109) (Fatovich i sar. 2002.). Nakon
dekompenzacije petogodiSnje preZivljavanje drasticno opada na samo 15-35% (Fattovich
i sar. 2008.).

HCC je, pored insuficijencije jetre, glavni uzrok smrti bolesnika sa hroni¢nom
HBYV infekcijom. Razlic¢iti faktori vezani i za domacina i za virus uti¢u na razvoj HCC
(muski pol, stariji uzrast, perzistentna viremija, HBeAg pozitivnost, ciroza...) (Pan i sar.
2005.). Sli¢no pojavi ciroze, razvoj HCC se vezuje za visoku viremiju i genotip C (Chan i
sar. 2004., Chen i sar. 2011., Chen i sar. 2012.). Subgenotip C2 je faktor rizika za razvoj
HCC (Chen i sar. 2012.). Genotip C je uzro¢nik HCC kod bolesnika starijih od 50
godina, dok genotip B odn. subgenotip B2 nosi rizik za razvoj karcinoma jetre kod
mladih bolesnika, bez prethodne pojave ciroze jetre (Ni i sar. 2004.,Yu i sar. 2005., Yin i
sar. 2008.). Na pojavu ciroze i HCC uti¢u i drugi faktori koji ovde nisu razmatrani (HDV
I HCV koinfekcija, zloupotreba alkohola, aflatoksin u ishrani).

1.9 PatohistoloSke promene u jetri u toku hroni¢cne HBV infekcije

Osnovne histoloske promene kod svih hroni¢nih hepatitisa, pa i HHB, su razliciti
stepeni hroni¢ne inflamacije i fibroze portalnog trakta.

Inflamatorne promene zahvataju portne prostore, grani¢nu plocu i lobuluse (tzv.
“interface” hepatitis, nazvan tako jer inflamatorni infiltrat zahvata prostore izmedu
portalnog trakta sa jedne strane i parenhima sa destrukcijom hepatocita sa druge strane).
Inflamatorni infiltrat se sastoji od limfocita, plazma c¢elija 1 antigen-prezentujucih ¢elija,
nalazi se u portnim prostorima i acinusu. Zapaljenski infiltrat moze biti prisutan sa ili bez
hepatocelularne nekroze.

Fibroza portalnog trakta moze progredirati do ciroze. Fibrozu karakteriSe gubitak
hepatocita, razaranje hepati¢ke mikroarhitekture, proliferacija fibroblasta i deponovanje
ekstracelularnog matriksa (Friedman 2008.) Klju¢ni momenat u nastanku fibroze je
aktivacija 1 proloferacija stelatnih celija, koje postaju kontraktilne, produkuju
ekstracelularni matriks i sekretuju proinflamatorne citokine i hemokine poput

transformisuceg faktora rasta § (Friedman 2008.)
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Posebnu karakteristiku hroni¢nog hepatitisa B predstavljaju “ground glass” ¢elije.
To su hepatociti karakteristicnog izgleda koji poti¢e od prisustva HBSAg u ER. ER je
hipertrofi¢an, a druge organele su potisnute uz c¢elijsku membranu. “Ground glass”
hepatociti obojeni hematoksilinom i eozinom, izgledaju veliki, sa eozinofilnom
citoplazmom, koja podse¢a na matirano staklo (Wang i sar. 2003.). Postoji obrnuta
korelacija izmedu broja “ground glass” hepatocita 1 nekroinflamatorne aktivnosti (Thung
2006.). “Ground glass” hepatociti se vidaju Cesto tokom imunotolerantne faze HHB, u
toku inaktivne bolesti. U toki imunoaktivne faze deSava se ostecenje hepatocita od strane
CTL, a “ground glass” ¢elije su retke. Sre¢u se promene arhitektonike, nekroinflamatorne
promene tipa umerene i teSke portne nekroze i interface hepatitisa. Dolazi do nastanka
fibroze, a moguca je i pojava ¢elijske displazije. Displazija moze voditi u cirozu i HCC.
Zato je u ovoj fazi bitna primena antivirusne terapije da bi se srecila dalja progresija

bolesti.

1.10 Terapija hroni¢ne HBV infekcije

U najvecem broju slucajeva HHB je asimptomatska bolest, a cilj antivirusne
terapije je prevencija evolucije hroni¢ne infekcije u simptomatsku bolest, koja je
udruzena sa razvojem ciroze i HCC. Kod bolesnika sa simptomatskom formom bolesti,
cilj terapije je produzetak prezivljavanja i odlaganje najtezih komplikacija — ciroze jetre i
HCC. Antivirusna terapija bolesnika sa HHB, u idealnom sluc¢aju, ima za cilj eliminaciju
virusne replikacije. Daleko je realnije posti¢i smanjenje virusne replikacije i
uspostavljanje stabilne imunske kontrole (SIK). Stabilna imunska kontrola se postize ako
se ispune sledec¢i uslovi:

- HBeAg/antiHBe serokonverzija (qubitak HBeAg i pojava antiHBe antitela),
- viremija ispod 2000 1U/ml (< 10000 kopija/ml) HBV DNK
- uredne vrednosti serumskih transaminaza.

Ciljevi terapije su gubitak virusnih markera replikacije (HBeAg i HBV DNK),
normalizacija aktivnosti ALT i poboljsanje histopatoloskog nalaza, kako za HBeAg
pozitivni, tako i HBeAg negativni HHB. Kompletno izleCenje sa gubitkom HBSA(Q je
izuzetno retko. Spontani gubitak HBsAg desava se kod samo 0,5-1,7% inficiranih tokom
jednogodisnjeg pracenja (EASL 2012, Deli¢ 2012.).
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Pri izboru terapije neophodna je preterapijska procena oboljenja jetre: odredivanje
biohemijskih analiza (bilirubin, AST, ALT, protrombinsko vreme, albumini, krvna slika,
gama-gutamil transpeptidaza, alkalna fosfataza), detekcija HBV DNK i odredivanje
njenog nivoa, ultrazvuc¢ni pregled, biopsija jetre radi procene stepena fibroze i
nekroinflamacije. U slu¢aju da je biopsija kontraindikovana moze se raditi elastografija.
Neophodno je iskljuc¢iti koinfekciju drugim virusima (HIV, HCV, HDV), alkoholnu,
autoimune i metabolicke bolesti jetre.

Trenutno postoje dve strategije lecenja i HBeAg pozitivnhog i HBeAg negativnog
hepatitisa: terapija jasno definisanog, ograni¢enog trajanja, interferonom-a, tj.
pegilovanim interferonom-a i dugotrajna terapija nukleozidnim ili nukleotidnim
analozima (NA) (EASL 2012.).

Glavna teorijska i praktiéna prednost interferona-a (konvencionalnog ili
pegilovanog) je odsustvo rezistencije i Sansa za gubitak HBsAg kod bolesnika koji
odrzavaju nemerljivu viremiju. Cesta neZeljena dejstva i potkozne injekcije glavni su
nedostatak terapije. Kontraindikacije su dekompezovana ciroza jetre, prethodno postojece

preegzistentne autoimune bolesti, teska depresija, psihoza itd.

(PEG-) IFN NA
prednosti o definisano trajanje terapije e potentan antivirusni efekat
e nema rezistancije ¢ dobra tolerancija
e visa stopa anti-HBe i anti-HBs e oralna administracija
serokonverzije uz 12 mesecnu terapiju
Mane e umeren antivirusni efekat e dugotrajna terapija
o slabija tolerancija e rizik od rezistencije
o rizik od nezeljnih efekata e nepoznata sigurnost pri
e subkutane injekcije dugotrajnoj upotrebi

Tabela 2. Prednosti i nedostaci terapije interferonom i NA
(preuzeto iz Mauss — Berg — Rockstroh — Sarrazin — Wedemeyer, Hepatology 2012. Third Edition)

Veliki napredak u leCenju HHB desio se usled pronalaska antiretrovirusnih lekova
(NA) za terapiju HIV infekcije. Kako oba virusa u zivotnom ciklusu koriste reverznu
transkriptazu, otvorile su nove mogucnosti za leCenje HHB. NA imaju strukturu sli¢nu
prirodnim nukleotidima, ali sa modifikacijom u Secernim ili baznim grupama. Tako se
nadmecu sa prirodnim nukleotidima u vezivanju za reverznu transkriptazu. Nukleozidni
analozi su lamivudin, telbivudin, emtricitabin, entecavir, a nukleotidni analozi su adefovir

i tenofovir. Za nukleozidne analoge je neophodna intracelularna fosforilacija da bi se
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postigao antivirusni efekat, dok za dejstvo nukleotidnih analoga nije potreban ovaj
proces. NA inhibiraju DNK polimerazu ili direktnom ugradnjom u toku replikacije
virusne DNK ¢ime blokiraju elongaciju virusne DNK ili ireverzibilnim blokiranjem
reverzne transkriptaze.

Lamivudin (epivir, 3TC) je nukleozidni analog koji zaustavlja sintezu DNK lanca
u toku replikacije virusa. Da bi presao u aktivni oblik, lamivudin mora da se fosforiliSe u
trifosfat. U takvoj formi ulazi u kompeticiju sa prirodnim nukleotidima, sprecava njihovu
ugradnju i elongaciju DNK lanca. Lamivudin ne deluje na cccDNK u hepatocitima, §to
omogucava odrzavanje rezidualne viremije (Deli¢ 2012.).

Lek se uzima oralno u dozi od 100 mg, brzo se resoprbuje, a bioraspoloZivost mu
je 80%. Poluzivot lamivudina u hepatocitima je 17-19h. Izlucuje se u nepromenjenom
obliku urinom, dozu treba smanjiti ako je klirens kreatinina <50ml/min. Lek prolazi
placentu, koncentracije u krvi novorodenjéeta i krvi majke su sli¢ne.

Indikacije za primenu lamivudina su:

- bolesnici HBsAg pozitivni duze od Sest meseci

- bolesnici sa dokazanom viremijom, HBeAg pozitivni, bar 3-6 meseci pre pocetka
terapije, ali i HBeAg negativni, odnosno antiHBe pozitivni duze od 6 meseci

- bolesnici sa poviSenom aktivnos¢éu ALT

- bolesnici sa histopatoloSkom verifikacijom hroni¢nog agresivnog hepatitisa, 6 -12
meseci pre pocetka terapije.

Efikasnost terapije lamuvudinom je nesumnjiva, dokazana u brojnim
studijama (Lai i sar. 1998., Koh i sar. 2007., Kawaoka i sar. 2007.). Nakon godinu dana
terapije ovim lekom u dozi od 100mg dnevno, kod HBeAg pozitivnih bolesnika, dolazi
do redukcije HBV DNK kod 44%, HBeAg serokonverzije kod 17%, normalizacije ALT u
41% 1 histoloSkog poboljSanja kod 52% bolesnika. Ovako doziranje leka pokazalo se
superiorno u odnosu na dozu od 25 mg lamivudina i placebo (Lai i sar. 1998.). Dokazano
je da se lek dobro tolerise i tokom visegodisnje terapije (Chang i sar. 2004.). Duza
terapija lamivudinom, vodi veéem terapijskom uspehu ovim lekom:uspesnost lecenja bila
je 71.4%, 39.0% i 25.6%, za terapiju >18 meseci, 12-18 meseci i <12 meseci (Dai i sar.
2013.).

Cinjenica je da je HBeAg serokonverzija bolesnika nastala pod dejstvom NA

reverzibilna, te se savetuje dugotrajni nastavak terapije nakon HBeAg serokonverzije

24



(Reijnders i sar. 2010.). Vise razlic¢itih studija govori da terapija NA moze biti prekinuta
12 meseci nakon antiHBe serokonverzije, a kod 40-80% bolesnika se o¢ekuje da odrze
serokonverziju. Kod ostalih moze biti potrebno ponovno lecenje, jer ne uspevaju da odrze
seroloski 1/ili virusoloski odgovor (EASL 2012.).

lako se lamivudin zbog oralne primene i niske cene dosta upotrebljava u terapiji
HBeAg pozitivnog i HBeAg negativhog HHB kao lek prvog izbora, pojava visoke stope
rezistencije nakon viSegodisSnje upotrebe (24% nakon godinu dana terapije, 41% nakon 2
godine, 53% nakon 3 godine i preko 70% nakon 4 godine), dovodi u pitanje njegovu
poziciju leka prve linije, u formi monoterapije (Lai i sar. 2003.). Zato je jos od 2007.
godine lamivudin izgubio mesto leka prvog izbora u terapiji HHB (Lok i sar. 2007.), te
se savetuje zapocinjanje terapije entekavirom ili tenofovirom, zbog niZe incidence
rezistencije. Na razvoj rezistencije, pored ostalog, moze uticati i genotip HBV. Stopa
M2041 mutanata je bila znacajno visa kod genaotipa D (67%), nego kod genotipa A
(19%), za razliku od rtM204V mutacija koje su se kod genotipa A javile u 81%, a
genotipa D u 40% slucajeva (Zollner i sar. 2004.)

Nezeljeni efekti lamivudina vezani su za mitohondrijalnu toksi¢nost, koja se
klini¢ki ispoljava neuropatijom, miopatijom, pankreatitisom, lakticnom acidozom ili
hepatickom dekompenzacijom.

Nakon prekida terapije mogu¢ je relaps bolesti zbog neeradicarne infekcije,
prisustva cccDNK u hepatocitima i ekstrahepaticne replikacije virusa.

Teratogeni efekat lamivudina nije dokazan. Lek je koriS¢en u poznoj trudno¢i za
prevenciju vertikalne transmisije infekcije (Shi i sar. 2010.). Pokazalo da je lek bezbedan
za terapiju zena u ranoj trudno¢i, kao 1 tokom cele trudnoc¢e (Y11 sar. 2012.).

U sluc¢ajevima kada se terapija zapocCinje lamivudnom, kao u na$oj zemlji, EASL
preporuke za dalje leCenje, nakon pojave rezistencije, su sledece:

- Rezistenicija na lamivudin: preéi na tenofovir (ili dodati adefovir ukoliko tenofovir

nije dostupan)

25



Rezistenicija na adefovir: ukoliko bolesnik nije leCen NA pre adefovira, preéi na

entekavir ili tenofovir; entekavir je pozeljniji kod bolesnika sa viskom viremijom.
Ukoliko je prethodno neuspesno lecen lamivudinom, preéi na tenofovir i dodati

nukleozidni analog

Rezistencija na telbivudin: pre¢i ili dodati tenofovir (dodati adefovir ukoliko

tenofovir nije dostupan)

Rezistencija na entekavir: preci ili dodati tenofovir (dodati adefovir ukoliko

tenofovir nije dostupan)

Rezistencija na tenofovir: rezistencija na ovaj lek do sada nije zabelezena, te ne

postoji iskustvo u lecenju takvih bolesnika, ali se smatra da treba dodati entekavir,
telbivudin, lamivudin ili emtrisitabin. Kod bolesnika koji prethodno nisu leceni
lamuvudinom, moze se preci na entekavir, dok kod bolesnika kod kojih se razvila

rezistencija na lamivudin treba dodati entekavir.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

. Ispitati povezanost genotipova, subgenotipova i HBsAg subtipova HBV 1 tezine
klinicke slike obolelih od hroni¢nog hepatitisa B

o Utvrditi povezanost genotipova, subgenotipova i HBsSAg subtipova HBV sa
patohistoloskim nalazom tkiva jetre kod bolesnika sa hroni¢nim hepatitisom B (Stepen
aktivnosti hepatitisa i stepen fibroze).

o Ispitati uticaj genotipova, subgenotipova i HBsAg subtipova HBV na progresiju u

cirozu jetre i hepatocelularni karcinom.

Radna hipoteza
® Kod bolesnika sa hroni¢nim hepatitisom B inficiranih razli¢itim genotipovima

HBV, subgenotipovima i subtipovima HBsAg, postoji razlika u toku bolesti,

patohistoloSkom nalazu 1 ishodu hroni¢ne HBV infekcije.
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3. MATERIJAL | METODE ISTRAZIVANJA

Istrazivanje neophodno za izradu ove doktorske teze obavljeno je po tipu
prospektivne studije koja je sprovedena u cilju analize klinickih i epidemioloskih uticaja
genotipova HBV, subgenotipova i HBsAg subtipova na klinicki tok, patohistoloski nalaz

1 ishod hroni¢ne hepatitis B virusne infekcije.

3.1 Ispitanici
Kobhortu su ¢inila 162 bolesnika obolela od hroni¢nog B hepatitisa, koji su leceni
u periodu od 2000-2012. godine u Klinici za infektivne i tropske bolesti Klini¢kog centra
Srbije. Medu ispitanicima je bilo 126 (77.8%) muskaraca i 36 (22.2%) Zena, prose¢ne
starosti 41.7+14.2 godina. Dijagnoza hroni¢ne HBV infekcije postavljena je na osnovu
klinicke prezentacije, biohemijskih nalaza, virusoloskih markera infekcije i
patohistoloSkih promena u tkivu jetre. Kriterijumi za ukljucivanje bili su HBsAg
pozitivnost duza od 6 meseci (od 1-23 godine), dopunska seroloska (HBeAg, anti-HBe
antitela, anti-HBc antitela), klini¢ka i histoloska potvrda hroni¢ne HBV infekcije, potom
potvrden genotip, subgenotip i HBsAg subtip, kao i redovno pracenje toka bolesti u
odredenim vremenskim intervalima. To je podrazumevalo redovnu kontrolu
hematoloskih, biohemijskih i virusoloskih parametara pre uvodenja antivirusne terapije,
kao i tokom leCenja lamivudinom. Ispitanici prethodno nisu bili le¢eni antivirusnom
terapijom (interferonom, nukleozidnim i nukleotidnim analozima), $to je, takode, bio
jedan od kriterijuma za ukljucivanje u ovo istrazivanje. Kod bolesnika su seroloskim
tehnikama (ELISA), isklju¢ena je HIV, HCV i HDV koinfekcija. Iz ispitivanja su
iskljuceni bolesnici sa autoimunim, metabolickim 1 alkoholnom bolesc¢u jetre, kako bi se
eliminsao uticaj ovih komorbiditeta na prirodni tok hroni¢cne HBV infekcije.
Od svih bolesnika uklju¢enih u ovo istrazivanje dobijen je pristanak za ucesce u
klini¢koj studiji, koja je odobrena od strane Eti¢kog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, (odluka br. 29/V1-12, izdata 20. juna 2012. godine).

3.2 Klinic¢ki podaci
Osnovni parametri praceni tokom ovog istrazivanja bili su:
- demografske karakteristike bolesnika: pol, uzrast, pretpostavljen put transmisije

HBYV infekcije, vreme nastanka infekcije 1 duzina trajanja infekcije
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- biohemijski parametri: transaminaze, bilirubin, protrombinsko vreme, albumini

- histoloske karakteristike tkiva jetre obolelih

- uspeh antivirusne terapije

- progresija bolesti u terminalnu fazu tj. cirozu jetre i HCC

Neophodne seroloske analize (HBsAg, HBeAg, antiHBe, antiHIV, antiHCV 1

antiHDV antitela) i nivoi viremije (HBV DNK) radeni su u Virusolo$koj laboratoriji
Mikrobioloske sluzbe Klinickog centra Srbije 1 u Institutu za mikrobiologiju i
imunologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Koris¢eni su komercijalni testovi, od
seroloskih tehnika primenjena je ELISA, radena je i reakcija lan¢ane polimerizacije
(PCR).

U Institutu za mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu u
periodu od 2006-2008. godine odredeni su genotipovi, subgenotipovi i HBsAg subtipovi
(Lazarevi¢ 2008.).

U cilju patohistoloske verifikacije bolesti, kod 141 ispitanika radena je slepa,
aspiraciona biopsija jetre, u periodu od 2000-2006. godine. Kod bolesnika sa
dekompenzovanom cirozom jetre, kao inicijalnom prezentacijom bolesti, biopsija jetre
nije radena zbog rizika od krvarenja. Biopsija nije radena ni ispitanicima kod kojih je
ultrazvu¢no verifikovano prisustvo hemangioma u desnom lobusu jetre, kao ni kod
bolesnika koji su odbili intervenciju. PatohistoloSka ispitivanja tkiva dobijenog slepom,
aspiracionom biopsijom jetre, radena su u Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. HistoloSka dijagnoza hepatitisa izrazena je stepenom aktivnosti,
tj. jac¢inom nekroinflamatornig procesa u jetri i stadijumom bolesti zasnovanom na
proceni stepena fibroze u tkivu jetre. Odredivanje stepena fibroze i nekoinflamatorne
aktivnosti vrSeno je bodovanjem prema ISakovom indeksu (Goodman 2007.). ISakov
sistem bodovanja, poznat 1 kao ,Modifikovani indeks histoloske aktivnosti (HIA)“
senzitivan je za detekciju fibroze viSe od originalog HIA, te se zato Cesto koristi u

klinickim istrazivnjima. Stadijum fibroze se oblezeva se brojevima od 0-6 (umesto 0-4).
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Tabela 3. Nekroinflamatorna aktivnost prema ISakovom sistemu bodovanja

skor aktivnost
minimalna
1-4 (fokalna nekroza,

nekoliko portnih rostora)

blaga
5-8 (fokalna nekroza,

vecina portnih prostora)

umerena
9-12 (nekroza <50% okolnih
portnih prostora)
izrazena
13-18 (nekroza >50% okolnih

portnih prostora)




Tabela 4. Stepen fibroze prema ISakovom sistemu bodovanja

0 bez fibroze

fibroza nekoliko portnih prostora sa ili bez
1 kratkih fibroznih traka

fibroza vecine portnih prostora sa ili bez

2 kratkih fibroznih traka

fibroza veéine portnih prostora sa
3 povremenom porto-portnom fibrozom
("bridging™)

fibroza portnih prostora sa izrazenim
4 portno-portnim i portno-centralnim

"bridging™-om

izrazen "bridging" (portno-portni i portno-
5 centralni) sa povremenim nodulusima

(nekompletna ciroza)

6 ciroza (moguca ili definitivna)

Od vremena postavljanja dijagnoze hroni¢nog B hepatitisa do oktobra 2012., kod
ispitivanih bolesnika su bili praceni aktivnost serumskih transaminaza, vrednosti
bilirubina, protrombinskog vremena i serumskih albumina u intervalima od 3 meseca,
(najkrace tokom 12 meseci) pre zapocinjanja antivirusne terapije. Pomenuti biohemijski
parametri bili su praceni 1 tokom lecenja lamivudinom u cilju procene efikasnosti
antivirusne terapije. Sve navedene biohemijske analize izvodene su standradnim

laboratorijskim metodama.
3.3 Indikacije za terapiju lamivudnom

Antivirusna terapija sprovedena je nuklezidnim inhibitorom reverzne

transkriptaze, lamivudinom u standardnoj dozi od 100 mg peroralno dnevno. Lamivudin
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je sintetski nukleozidni analog. Intracelularno se fosforiliSe u aktivni 5'-trifosfatni
metabolit, lamivudin - trifosfat, 3TC-TP. Trifosfatni oblik je potentni inhibitor DNK
polimeraze-reverzne transkiptaze HBV i dovodi do prevremenog prekida sinteze lanca
virusne DNK. 3TC-TP je slab inhibitor a, i y-DNK polimeraze sisara.

Antivirusna terapija lamivudinom sprovedena je kod 85 bolesnika koji su ispunili
kriterijume za terapiju ovim lekom, prema vaze¢im preporukama Evropske asocijalicije
za izucavanje jetre (EASL). Kriterijumi za sprovodenje antivirusne terapije lamuvudinom
ne razlikuju se znacajno za HBeAg pozitivan i HBeAg negativan hroni¢ni hepatitis.
Odluka o sprovodenju terapije ovim nukleozidnim inhibitorom reverzne transkriptaze,
bazira se na kombinaciji sledecih kriterijuma:

- vrednosti HBV DNK u serumu,
- vrednosti serumskih transamninaza i
- tezini bolesti jetre (histoloski gradus i stadijum fibroze).

Kriterijume za antivirusnu terapiju ispunjavali su bolesnici sa aktivnim hroni¢nim
hepatitisom, kod kojih je HBV DNK bila iznad 2000 1U/ml (10.000 kopija/ml), aktivnost
serumskih transaminaza iznad normalnih vrednosti, a patohistoloskim pregledom tkiva
jetre nadena umerena do teSka nekroinflamatorna aktivnost, i/ili bar umerena fibroza.
Kod bolesnika sa vrednostima HBV DNK iznad 2000 IU/ml i sa navednih
patohistoloskim promenama u tkivu jetre, terapija je sprovodena ¢ak i ako je aktivnost
serumskih transaminaza bila normalna. Indikacije za lecenje su bile 1 godine, zdravstveno
stanje, podatak o cirozi jetre ili HCC u porodicnoj anamnezi, kao 1 pojava
ekstrahepati¢nih manifestacija bolesti.

Kod bolesnika sa dvostruko poviSenom aktivno$¢u serumskih transaminaza i
vrednostima HBV DNK iznad 20.000 IU/ml, terapija je bila indikovana nezavisno od
patohistoloSkog nalaza tkiva jetre.

Bolesnici sa kompenzovanom cirozom i detektibilnom HBV DNK leceni su
obavezno, ¢ak i1 u slucaju normalne aktivnosti serumskih transaminaza. Terapija
nukleotidnim/nukleozidnim analozima bila je obavezna kod bolesnika sa
dekompenzovanom cirozom i detektibilnom HBV DNK.

Lecenje lamivudinom nije bilo indikovano kod HBeAg pozitivnih bolesnika, sa
visokim vrednostima HBV DNK i normalnom serumskom aktivo$¢u transaminaza, sa

minimalnom nekroinflamacijom ili bez nje, bez fibroze, u tzv. imunotolerantnoj fazi
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hroni¢nog hepatitisa B. Ovi bolesnici su redovno prac¢eni na 3 — 6 meseci. LeCenje nije
bilo indikovano ni kod ,,inaktivnih HBsAg nosilaca®, sa nedetektibilnom HBV DNA u
serumu, normalnim vrednostima serumskih transaminaza i normalnim patohistoloskim

nalazom u tkivu jetre. I ova grupa bolesnika je pra¢ena na 3 - 6 meseci.

3.4 Ishod antivirusne terapije

Prema aktuelnim EASL preporukama, terapijski odgovor se moze podeliti na
biohemijski, seroloski, virusoloski i histoloski, a svaki od aspekata terapijskog odgovora
moze se odredivati u viSe razli¢itih vremena. Cilj terapije je eliminacija virusne
replikacije kod HHB 1 spreCavanje razvoja ciroze jetre 1 HCC. Mnogo realniji cilj
predstavlja suzbijanje virusne replikacije i uspostavljanje stabilne imunske kontrole
(HBeAg/antiHBe serokonverzija, HBV DNK < 2000 IU/ml, aktivnost ALT u referentnih
granicama).

Biohemijski odgovor se definiSe kao normalizacija vrednosti serumskih
transaminaza, a moze se odredivati tokom, na kraju terapije i nakon zavrSetka terapije.
Seroloski odgovor za HBeAg se odnosi samo na HBeAg pozitivne bolesnike i definise se
kao HBeAg/antiHBe serokonvezija. Seroloski odgovor za HBsAg definiSe se za sve
bolesnike, nezavisno od HBeAg statusa, kao gubitak HBsAg i pojava antiHBs antitela.

VirusoloSki proboj se definiSe kao povecanje vrednosti HBV DNK za vise od 1
logl0 IU/ml, u poredenju na najnizim vrednostima HBV DNK tokom terapije.
Virusoloski proboj prethodi biohemijskom proboju, koji se karakteriSe pojavom viSih
vrednosti ALT. Glavni razlozi za pojavu virusoloskog proboja su neredovno uzimanje
leka i/ili selekcija rezistentnih sojeva HBV.

Uspeh antivirusne terapije ovim nukleozidnim inhibitorom reverezne
transkriptaze, definisan je kao pojava remisije aktivnosti hepatitisa (nedetektibilna HBV
DNK, uz urednu aktivnost serumskih transaminaza). Neuspeh terapije lamivudinom
definisan je kao razvoj klini¢kih pokazatelja moguceg virusoloskog neuspeha zbog
rezistencije HBV na lamivudin, sa moguéim, posledi¢nim razvojem komplikacija

hroni¢ne HBV infekcije — dekompenzovane ciroze jetre i hepatocelularnog karcionoma.
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3.5 Statisti¢ka obrada podataka

Prva faza statisticke obrade rezultata podrazumevala je formiranje baze podataka
sa podacima za sve ispitanike.

Sve statisticke analize radene su koris¢enjem elektronske baze podataka
organizovane u statistickom softsferskom paketu SPSS (verzija 11.5). Ispitanici su
klasifikovani prema polu, uzrastu, genotipu, subgenotipu i HBsAg subtipu, klini¢kim 1
histoloSkim kriterijumima, zatim prema antivirusnoj terapiji, a potom i prema uspesnosti
lecenja. Od deskriptivnih statistickih parametara za analizirana obelezja izraCunate su
aritmeticka sredina (X) sa merama disperzije: standardna devijacija (SD), standardna
greSka (SE), medijana 1 mod. Aktivnost serumskih transaminaza, nivo bilirubinemije,
stepen viremije poreden je analizom varijanse (,,one way ANOVA®). Neparametrijske
varijable (klini¢ki, odnosno histoloski parametri) analizirane su Hi-kvadratnim i/ili
Fisherovim testom. UspeSnosti antivirusne terapije, vreme do pojave dekompenzacije
ciroze jetre, hepatocelularnog karcinoma, prezivljavanje, njihova moguéa povezanost sa
klini¢ko-laboratorijskim pocetnim vrednostima, vrednostima tokom lecenja i drugim
relevantnim varijablama, procenjivani su univarijantnom i multivarijantnom logitickom
regresijom i Kaplan-Mejerovom metodom. Rezultati su prikazani kao OR (,,0dds ratio*)

sa 95% intervalom poverenja (95% CI). Nivo znacajnosti je 0.05.
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4. REZULTATI

U ispitivanje je ukljueno 126 (77.8%) bolesnika muSkog pola i 36 (22.2%)
bolesnika Zzenskog pola. Prosecna starost bolesnika iznosi 41,7+14,2 godina. Najmladi
bolesnik u studiji imao je 14 godina, dok je nastariji bolesnik imao 76 godina. Dominirao
je genotip D koji je potvrden kod 139 (85,8%) bolesnika, u odnosu na genotip A kojim su
bila inficirana 23 (14,2%) bolesnika. Svi bolesnici sa genotipom A, imali su subgenotip
A2. Kod bolesnika sa genotipom D, potvrdena su tri subgenotipa: D1 kod 14 (8,6%)
bolesnika, D2 kod 47 (29%) bolesnika i najzastupljeniji D3 kod 78 (48,1%) bolesnika.
Kod 158 (97,5%) ispitanika odredeni su HBsAg subtipovi: adw2 (14,5%), ayw2 (50%),
ayw3 (34,2%), ayw4 (1,3%). Na pocetku pracenja srednje vreme trajanja HBV infekcije
bilo je 9,7+8,6 (od 1-28 godina).

4.1 Rezultati ispitivanja uticaja genotipova, subgenotipova i HBsAQ subtipova na

prirodni tok hroni¢ne HBV infekcije

Razmatrali smo distribuciju genotipova, subgenotpiva i HBsAg subtipova po polu
ispitanika (tabela 5). Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova,
subgenotpiva i HBsAg subtipova po polu ispitivanih bolesnika.
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Tabela 5. Distribucija genotipova, subgenotipova i HBsAg subtipova po polu ispitanika

pol
Muski zenski p
n % n %
genotip A 18 78.3% 5 21.7% 0=05
D 108 77.7% 31 22.3% '
A2 18 78.3% 5 21.7%
subgenotip D1 13 92.9% 1 7.1% 0205
D2 35 74.5% 12 25.5% '
D3 60 76.9% 18 23.1%
adw 1 100.0% 0 0%
adw 2 17 77.3% 5) 22.7%
ayw 3 100.0% 0 0%
: ayw 1 0 .0% 1 100.0% _
HBSAQ subtip — w2 62 78.5% 17 215% | PO
ayw 3 41 75.9% 13 24.1%
ayw 4 2 100.0% 0 0%

Kod ispitivanih bolesnika razmatran je i nain prenoSenja HBV infekcije

(grafikon 1). Utvrdeno je da je dominantan put prenosenja infekcije bila inokulacija, koja

je bila put infekcije za 88 (54,3%) bolesnika. Kod 70 (43,2%) ispitanika put infekcije su

bili rizi¢ni seksualni kontakti. Vertikalna transmisija je bila najreda, tako se inficiralo

samo 4 (2,5%) bolesnika.
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Grafikon 1. Putevi transmisije HBV infekcije

Ispitivanje distribucije genotipova, subgenotipva i HBsAg subtipova prema putu

transmisije HBV infekcije, nije pokazalo da postoji statisticki znacajna povezanost

(tabela 6).
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transmisije HBV infekcije

Tabela 6. Distribucija genotipova, subgenotipva i HBSAg subtipova prema putu

put transmisije
riziCan .
. vertikalna . ..
seksualni fransmisiia inokulacija p
kontakt J
enoti A 14 | 8.6% 8 4.9% 8 4.9% 01
JEnotp D | 56 | 34.6% | 80 | 49.4% | 80 | 49.4% | "
A2 14 | 8.6% 8 4.9% 8 4.9%
. D1 7 4.3% 6 3.7% 6 3.7%
subgenotip p=0.1
D2 22 | 13.6% | 25 | 15.4% | 25 | 15.4%
D3 7 43% | 49 | 30.2% | 49 | 30.2%
adw | 14 | 86% | 8 | 49% | 8 | 4.9%
adw2 | 13 | 8.0% 4.9% 4.9%
ayw 2 1.2% 0.6% 0.6%
:'Etfﬁ)g ayw 1 | 27 | 16.7% 0.6% 06% | p=05
ayw2 | 26 | 16.0% | 49 | 30.2% | 49 | 49.4%
ayw 3 0.6% | 28 | 17.3% | 28 | 17.3%
ayw 4 0.6% 1 0.6% 1 0.6%
ukupno 70 | 43.2% | 4 2.5% | 88 | 54.3%

Ispitanicima je u cilju patohistoloSke verifikacije bolesti radena biopsija jetre.
Biopsija jetre je ucinjena kod 141 (87%) bolesnika. Kod preostalog 21 (13%) ispitanika
biopsija nije radena zbog rizika od krvarenja, prisustva hemangioma i jetri ili odbijanja

bolesnika da se podvrgnu intervenciji.
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Patohistoloski pregled tkiva jetre dobijenog biopsijom obuhvatao je odredivanje
nekroinflamatorne aktivnosti HBV infekcije kod hroni¢no inficiranih bolesnika.
Dominirala je minimalna aktivnost hroni¢ne HBV infekcije, koje je potvrdena kod 103
(73%) bolesnika (grafikon 2).
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Grafikon 2. Aktivnost hepatitisa utvrdena patohistoloskim pregledom

Kod bolesnika kojima je izvrSena biopsija jetre, razmatrana je aktivnost
hepatitisa utvrdena patohistoloskim pregledom, u zavisnosti od genotipova, subgenotipva
I HBsAg subtipova (tabela 7). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u aktivnosti

hepatitisa kod razli¢itih genotipova, subgenotipova i HBSAQ subtipova.
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Tabela 7. Distribucija genotipova, subgenotipva i HBsAg subtipova prema aktivnosti

hroni¢ne HBV infekcije
Aktivnost hepatitisa (F)
minimalna laka umerena
n (%) n (%) n (%) P
genotip o 0 0
A 11 (64.7%) 4 (23.5%) 2 (11.8%)
p=0.3
b 92 (74.2%) 26 (21%) 6 (4.8%)
subgenotip " 11(64.7%) 4 (23.5%) 2 (11.8%)
D1 9 (75%) 3 (25.0%) 0 (0%)
D2 33 (76.7%) 9 (20.9%) 1(2.3%) p=0.7
D3 50 (72.5%) 14 (20.3%) 5 (7.2%)
adw 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
HBsAG o 2 11(68.8%) 4 (25%) 1(6.3%)
subti
Hotp A 2 (66.7%) 1(33.3%) 0 (0%)
1(100%) 0 (0%) 0 (0%)
ayw 1 p=0.7
ayw 2 50 (71.4%) 16 (22.9%) 4 (5.7%)
ayw 3 37 (77.1%) 9 (18.8%) 2 (4.2%)
ayw 4 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
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Patohistoloski pregled tkiva jetre podrazumevao je odredivanje stepena fibroze u
tkivu jetre dobijenom biopsijom. Vecina bolesnika 76 (53,9%) imala je fibrozu razli¢itog

stepena, dok je 65 (46,1%) bolesnika nije imao fibrozu u tkivu jetre (grafikon 3).
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Grafikon 3. Distribucija bolesnika prema stepenu fibroze jetre

U ispitivanoj grupi bolesnika sa HHB, razmatrana je distribucija genotipova,
subgenotipva i HBsAg subtipova prema stepenu fibroze u tkivu jetre dobijenom
biopsijom (tabela 8). Utvrdena je znacajna razlika u raspodeli subgenotipova prema
stepenu fibroze jetre (p=0.015). Vecéina bolesnika bez fibroze jetre pripadala je
subgenotipovima D3 i D2, dok je samo 3 (2,1%) bolesnika sa subgenotipom D1 bilo bez
fibroze. Genotipovi A i D i HBsAg subtipovi nisu bili znac¢ajno povezani sa stepenom
fibroze jetre.
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Tabela 8. Distribucija genotipova, subgenotipva i HBsSAg subtipova prema stepenu

fibroze jetre

stepen fibroze
bez fibroze blaga umerena | teska fibroza ciroza
(0) (1) ) (3.i 4.) (5.16.) )
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
A | 7% 6 (4.2% 3 (2.1% 0 (0% 1(0.7%
Jenotin 6% | 602 [30iw | oow | 10m) | .
D |58(41.1%)| 37 (26.2%) |15(10.6%)| 5(3.5%) | 9 (6.4%)
A2 | 7(6%) | 6@2%) | 3Q1%) | 0(0%) 1 (0.7%)
| D1 ] 3@1%) | 6(42%) | 0(0%) | 3(2.1%) 0 (0%)
subgenotip p=0.01
D2 |20 (14.2%) | 13 (9.2%) | 7 (5%) 0 (0%) 3 (2.1%)
D3 |35(24.8%) | 18 (12.8%) | 8(5.6%) | 2(14%) | 6 (4.2%)
adw | 0 (0%) 000%) | 1(0.7%) | 0(0%) 0 (0%)
agw 7(6%) | 642%) | 2(14%) | 0(0%) 1 (0.7%)
ayw | 1(0.7%) | 1(0.7%) | 0(0%) | 1(0.7%) 0 (0%)

HBsAg a{"" 0 (0%) 0(0%) 1(07%) | 0(0%) 0 (0%) o1
subtip p=>.
aé"" 36 (25.50%) | 22 (15.6%) | 6(4.2%) | 2(1,4%) | 4 (2.8%)
ag"" 21(14.9%) | 13(9.2%) | 8(5.6%) | 2(1,4%) | 4(2.8%)
ai’lw 00%) | 10.7%) | 0(0%) 0 (0%) 1 (0.7%)

ukupno | 65 (46.1%) | 43 (40.5%) |18 (12.8%)| 5(3.5%) | 10 (7.1%)

Kada se bolesnicima sa histoloski dokazanom cirozom pridruze i bolesnici kod
kojih je dijagnoza ciroze postavljenja na osnovu klinicke slike, biohemijskih,
endoskopskih i ultrazvu¢nih nalaza, postoji znaCajna razlika u zastupljenosti ciroze

izmedu genotipova A (26%) i D (10,4%) (tabela 9).
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Tabela 9. Distrbucija genotipova prema histoloski i klinicki dokazanoj cirozi jetre na

pocetku pracenja

ciroza-klinicki i histoloski

Ne da
n % n % p
A 17 73.9% 6 26.0%
genotip p=0.042
D 120 | 89.6% | 14 | 10.4%

Na pocetku pracenja ispitivan je HBeAg/antiHBe status (HBeAg+/antiHBe,
HBeAg-/antiHBe+, HBeAg-/antiHBe-) u okviru potvrdenih genotipova, subgenotipova i
HBsAg subtipova. Iz tabele 10 vidi se da postoji znacajna razlika u HBeAg/antiHBe
statusu u zavisnosti od genotipa (p=0.02). Prevalenca HBeAg pozitivnog nalaza bila je
60,8% kod bolesnika sa genotipom A, §to je znacajano vise u odnosu na 30,9% koliko je
zabeleZzeno kod bolesnika sa infekcijom genotipom D. Tako je prevalenca HBeAg
negativnog nalaza bila visa kod infekcije genotipom D (37,4%) u odnosu na genotip A
(37,4% odn. 21,7%, p=0,015).

S obzirom da su prakti¢no svi ispitanici sa genotipom A, imali subgenotip A2,
odnosno HBsAg subtip adw2, postojala je znacajna veza HBeAg pozitivnog nalaza sa
ovim subgenotipom (p=0,02) i HBsAg subtipom (p=0,02) u odnosu na ostale. Medutim,
ostali subgenotipovi i HBsAg subtipovi nisu bili znac¢ajno povezani sa HBeAg+/antiHBe,
HBeAg-/antiHBe+ i HBeAg-/antiHBe- seroloskim statusom.
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Tabela 10. HBeAg/antiHBe status u okviru razli¢itih genotipova, subgenotipova i HBsAg

subtipova.
HBeAg/antiHBe status
HBeAg+ HBeAg- HBeAg-
/antiHBe- /antiHBe+ /antiHBe- P
i A 14 (60.9%) 5 (21.7%) 4 (17.4%)
genotip p=0.02
D 43 (30.9%) 52 (37.4%) 44 (31.7%)
A2 | 14 (60.9%) 5 (21.7%) 4 (17.4%)
. D1 3 (2.2%) 5 (3.6%) 6 (4.3%)
subgenotip p=0.12
D2 | 17 (12.2%) 15 (10.8%) 15 (10.8%)
D3 | 23(16.5%) 32 (23.0%) 23 (16.5%)
adw 1 (0.6%) 0 (0%) 0 (0%)
adw 2| 13 (8.0%) 5 (3.1%) 4 (2.5%)
ayw 1 (0.6%) 2 (1.2%) 0 (0%)
HBsAg o 0 0 _
subtip ayw 1 0 (0%) 1 (0.6%) 0 (0%) p=0.32
ayw 2| 23 (14.2%) 31 (19.1%) 25 (15.4%)
ayw 3| 18 (11.1%) 18 (11.1%) 18 (11.1%)
ayw 4| 1 (0.6%) 0 (0%) 1 (0.6%)
ukupno 57 (35.1%) 54 (35.2%) 48 (29.6%)

Poredenjem vrednosti viremije na pocetku pracenja kod ove tri seroloSke grupe
(HBeAg+/antiHBe, HBeAg-/antiHBe+, HBeAg-/antiHBe) i otkriveno je da je viremija
kod bolesnika sa pozitivnim HBeAg bila znacajno visa (4,24 logl0 IU/ml) nego kod
bolesnika sa negativhim HBeAg (p=0.01). Kod ostale dve grupe (HBeAg-/antiHBe+ i
HBeAg-/antiHBe-), vrednosti viremije se nisu znacajno razlikovale (2,67 i 2,69 logl0
IU/ml).

HBeAg/antiHBe status (HBeAg+/antiHBe, HBeAg-/antiHBe+, HBeAg-/antiHBe)
bio je prac¢en razlikom u aktivnosti ALT (67.4£36.5, 57.3+38.1 i 51.3£49.4 U/I,).
Aktivnost ALT bila je viSa kod bolesnika sa pozitivnim HBeAg, ali ta razlika nije bila
znacajna (p=0,13).
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Kod ispitivanih bolesnika odredivani su biohemijski parametri — aktivnost alanin
aminotrasnferaze (ALT), koncentracija serumskih albumina i protrombinsko vreme (PV).
U tabeli 11 prikazane su prosecne vrednosti ovih biohemijskih parametara kod genotipa
A 1 genotipa D, na pocetku pracenja, posle 6 i posle 12 meseci. Aktivnost alanin
aminotransferaze i koncetracija serumskih albumina nisu se znac¢ajno razlikovali izmedu
ova dva genotipa tokom 12-mese¢nog pracenja, dok je za protrombinsko vreme utvrdena
statisticki znacajna razlika (p=0.04). Dok je kod bolesnika sa genotipom A vrednost
protrombinskog vremena ostalo nepromenjena tokom jednogodiSnjeg pracenja, kod

bolesnika sa genotipom D protrombisnko vreme je pokazalo tendenciju pada.

Tabela 11. Prose¢ne vrenodnosti biohemijskih parametara (ALT, albumini, PV) tokom

12-mesec¢nog pracenja

biohem.
nalazi pocetak posle 6 posle 12
pratenja | meseci meseci
genotip p
X+SD X£SD X+SD
A | 55.4+36.0 | 63.5+44.1 | 59.1+38.2
ALT* p=0.8
D | 59.7+42.4 | 65.9£70.4 | 64.8+39.4
A 34.7£7.6 | 32.8+7.7 | 38.8+8.7
albumini p=0.3
D 38.4+5.2 | 38.4+6.6 | 39.2+6.0
A 74.9+£15.6 | 73.0£18.7 74.1+£22.7
PV**
D 78.1£14.7 | 74.1£14.3 73.9£15.9 | p=0.04

* alanin aminotransferaza, ** protrombinsko vreme
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Progersija hroni¢éne HBV infekcije u aktivni hepatitis bila je brza kod bolesnika
sa genotipom D (9,9+7,7 godina), u odnosu na bolesnike sa genotipom A (17,0+10,5
godina) (tabela 12).

Tabela 12. Srednje vreme do progresije u aktivni hepatitis za genotipove A i D

genotip | vreme do progresije u aktivni hepatitis p
(godine)
A 17,0+£10,5
0.008
D 9,9+7,7

Kod ispitinika sa HHB pracena je progresija u cirozu tokom vremena. Srednje
vreme potrebno da dodje do pregresije u cirozu bilo je statisticki znacajno razlicito za

genotipove A i D (tabela 13).

Tabela 13. Srednje vreme do progresije u cirozu za genotipove Ai D

genotip | vreme do progresije u cirozu (godine) p
A 23,2+3,4
0,02
D 15,1+8,4
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Kod Sest ispitanika doslo je do razvoja HCC na terenu ciroze jetre: kod 2
bolesnika inficirana genotipom A i 4 bolesnika inficirana genotipom D. Nije bilo moguce
analizirati vezu izmedu pojave HCC i odredenog genotipa, subgenotipa i HBsAg subtipa,
jer se radilo o malom broju ispitanika. Prose¢no vreme do pojave HCC kod genotipa A

bilo je duze 1 iznosilo je 26,5+2,12 godina, u odnosu na genotip D 19,6+5,13 godina.

Utvrdena je statisti¢ki znacajna veza (p=0.02) izmedu pojedinih HBsAg subtipova
i progresije u cirozu tokom vremena. Kod bolesnika sa HBsSAg subtipom ayw4 vreme
progresije u cirozu (12 godina) bilo je znacajno krace u odnosu na druge ispitivane
HBsAg subtipove (23-26 godina) (grafikon 4). Ipak, mali broj ispitanika sa HBsAg

subtipom ayw4 (samo 2), ograni¢ava znac¢aj ovog rezultata.
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Grafikon 4. Uticaj HBsAg subtipova na progresiju u cirozu tokom vremena

Nije bilo statisticki znacajne veze pojedinih subgenotipova i progresije u cirozu

tokom vremena (p=0.7).
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4.2 Rezultati ispitivanja uticaja genotipova, subgenotipova i HBsAg subtipova na

uspeh antivirusne terapije lamivudinom

Ispitivano je koliko je srednje vreme koje protekne do potrebe za uvodenjem
antivirusne terapije. Na grafikonu 5 se vidi da postoji statisticka znacajna razlika
(p=0.009) u duzini vremena koje prode do potrebe za antivirusnom terapijom: za genotip

D to je 14+1 godina, a za genotip A to vreme je znacajno duZze i iznosi 22+2 godine.

1,2

Genotip

oD

+
L]

" A

-2 _ _ _ * p=0.009
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godine
Grafikon 5. Srednje vreme do potrebe za antivirusnom terapijom u zavisnosti od genotipa
I za pojedinacne subgenotipove srednje vreme koje protekne do potrebe za
uvodenjem antivirusne terapije znacajno se razlikovalo (p=0.04). Najkrac¢e vreme do

uvodenja antivirusne terapije nadeno je za subgenotip D1 - 11£2 godine, najduze za

subgenotip A2 - 22+2 godine (ocekivano, jer su svi bolesnici sa genotipom A imali
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subgenotip A2). Srednje vreme do potrebe za uvodenjem antivirusne terapije za

subgenotipove D2 i D3 bilo je 15+1 i 14+1 godina (grafikon 6).

12
10 . )
! i |
g =1 fr'- I: ilb_genon[
1. -
- [ D3
6 r rﬁ . lr J

" D2

2 + g D1
-_— e .. ..
g +
0.0 4 = -

" A2

-2 _ _ _ + p=0.04
0 10 20 30 40

godine

Grafikon 6. Srednje vreme do potrebe za antivirusnom terapijom u zavisnosti od

subgenotipa

Nije bilo statisticki znacanje veze izmedu pojedinih HBsAg subtipova 1 vremena

do potrebe za antivirusnom terapijom (p=0.06) .

Kod 85 lecenih bolesnika, posle srednjeg vremena od 2,4+0,9 godina, povoljan
terapijski odgovor je zabelezen kod 34 (40%) bolesnika. Terapija nije bila uspeSna kod
51 (60%) bolesnika. Virusoloski proboj, koji je sugerisao rezistenciju na lamivudin,
potvrden je kod 40 (47%) bolesnika, 9 (10,6%) bolesnika je umrlo, zbog ciroze jetre 1
HCC, a 2 (2,4%) su napustila leCenje.
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Tabela 13. Ishod terapije lamivudinom

ishod terapije lamivudinom n %
uspesna terapija 34 40
neuspesna terapija 40 47
umrli 9 10,6
napustili leCenje 2 2,4

Pratili smo verovatnodu za pojavu rezistencije tokom terapije lamivudinom
(grafikon 7). Rezultati su bili bolji u odnosu na rezultate iz literature, posle 30 meseci

(2,5 godina) terapije verovatnoc¢a da se razvije rezistencija bila je 35%.
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Grafikon 7. Verovatnoca razvoja rezistencije tokom terapije lamivudinom
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Razmatran je uticaj preterapijskog stepena viremije na razvoj rezistencije na

lamivudin (grafikon 8). Verovatnoc¢a da se razvije rezistenicja na lamivudin, nije zavisila

od preterapijskog nivoa viremije (p=0.9).
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Grafikon 8. Uticaj preterapijskog stepena viremije na razvoj rezistencije na lamivudin
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Ispitivana je verovatnoca da se razvije rezistencija na lamivudin u zavisnosti
genotipa (grafikon 9). Nije nadena znacajna razlika u verovatno¢i da se razvije

rezistencija na lamivudin izmedu genotipova A i D (p=0.5).
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Grafikon 9. Uticaj genotipa na verovatnocu pojave rezistencije na lamivudin

Razli¢iti subgenotipovi i HBsAg subtipovi nisu se razlikovali po verovatnoci

pojave rezistencije na lamivudin ( p=0.8, p=0.9)

Na verovatno¢u pojave rezistencije na lamivudin, uticao je stepen fibroze.
Verovatnoca za pojavu rezistencije na lamivudin bila je zna€ajno visa kod bolesnika sa
teSkom fibrozom 1 iznosila je 76,1%, u odnosu na 48,9% kod onih bez fibroze odn. sa

lakom fibrozom jetre (p=0.03). (Tabela 14)
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Tabela 14. Uticaj stepena fibroze na verovatnocu pojave rezistencije na lamivudin

verovatnoca za razvoj
stepen fibroze rezistencije na p
lamivudin
bez/laka 48,9%
teska 76,1% p=0.03

Razmatrane su promene u biohemijskim analizama (ALT, PV, albumini) na
pocetku pracenja, 6 1 12 meseci nakon antivirusne terapije lamivudinom, u zavisnosti od
genotipova, subgenotipova i HBsAg subtipova. Koncentracija serumskih albumina se
znacajno razlikova, dok se aktivnost alanin aminotranferaze i protrombinskog vremena

nije bitno razlikovala izmedu genotipova A i D (tabela 15).
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Tabela 15. Uticaj genotipova na promene u biohemijskim nalazima na pocetku

pracenja, nakon 6 i 12 meseci terapije lamivudinom.

biohem. pocetak posle 6 posle 12
nalazi pracenja meseci meseci
teraije terapije p
genotip
X+SD X+SD X+SD

A 55.4+36.0 | 28.7+15.8 48.3+32.4
ALT* p=0.03
D 59.7442.4 | 41.0+34.6 79.78+54.8

albumini | A 34.7+7.6 30.9+8.2 31.4+9.3

p=0.3
D 38.4+5.2 37.2+6.9 37.3+7.2

A 74.9+£15.6 | 58.0+£19.2 52.7£23.4
PV** p=0.3
D 78.1+14.7 | 69.7+£19.5 69.4+20.4
* alanin aminotransferaza, ** protrombinsko vreme

Aktivnost ALT se razlikovala izmedu genotipa A 1 genotipa D na pocetku
pracenja, posle 6 1 12 meseci terapije lamivudinom (p=0.03), Sto nije bio slucaj za

protrombinsko vreme i koncentraciju serumskih aloumina (p=0.3, p=0.3)

Analiziran je uticaj razli¢itih subgenotipova na aktivnost ALT, protrombinsko

vreme i koncetraciju serumskih albumina.

Aktivnost ALT se znacajno razlikovala izmedu subgenotipiva D2 i D3 posle 12
meseci terapije: 63,2+41,4 1U/I za subgenotip D2 u odnosu na 89,9+60,0 za subgenotip
D3 (p=0.02). Posle 12-mese¢ne terapije znacajna razlika je nadena i za aktivnost ALT
izmedu subgenotipa A2 (48,3+32,4) i subgenotipa D3 (89,9+60,0) (p=0.02).
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Protrombinsko vreme i koncentracija serumskih albumina nisu se znacajno
razlikovali na pocetku pracenja, posle 6 i 12 meseci terapije lamivudinom kod dokazanih

subgenotipova HBV.

Pracene biohemijske analize nisu se bitno razlikovale na pocetku pracenja, posle

6 1 12 meseci terapije lamivudinom kod razli¢itih HBsAg subtipova.

U grupi lecenih, 41 (48,2%) bolesnik je bio HBeAg pozitivan. Stopa
HBeAg/antiHBe serokonverzije iznosila je 36,6% posle srednjeg vremena od 2,4+0,9
godina.

Broj bolesnika sa HBeAg/antiHBe serokonverzijom tokom terapije lamivudinom,
nije dozvoljavao odredivanje znacajnosti, ali je serokonverzija bila ¢es¢a kod bolesnika
sa genotipom D (93,3%) u odnosu na genotip A (6,7%). Serokonverzija u antiHBe
najcesce se javljala kod subgenotipa D3 (60%), potom kod D2 (26,7%), a najrede kod D1
I A2 (6,7%). U grupi bolesnika sa HBeAg/antiHBe serokonverzijom HBsAg subtip ayw2
je bio najéeséi (66,7%), potom je HBsAg subtip ayw3 (26,7%), dok adw2 bio najredi
(samo 6,7%, Sto je ocekivano jer su svi sa infekcijom genotipom A imali ovaj HBsAg

subtip).
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Ispitivano je prezivljanje bolesnika u zavisnosti od genotipa. Prosecano

prezivaljavenje bolesnika sa genotipom A bilo je 28+1 godina, a bolesnika sa genotipom

D je iznosilo 27+1 godina (p=0.6). (Grafikon 10)
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Grafikon 10. Uticaj genotipova na prezivljavanje

Prose¢no prezivljavanje bolesnika sa hronicnim B hepatitisom nije bilo znacajno
povezano sa subgenotipom (p=0.7) i HBsAg subtipom.
Prosecno prezivljavanje ovih bolesnika nije zavisilo od pola (p=0.5). Starost

bolesnika > 40 godina nije uticala na prose¢no prezivljavanje (p=0.1).
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Razmatrano je prose¢no prezivljavanje bolesnika u zavisnosti od prisustva
ciroze. Postojala znacajna razlika u prezvljavanju bolesnika bez ciroze i bolesnika sa
cirozom jetre (p=0.018). Prose¢no prezivljavanje bolesnika sa cirozom jetre bilo je 25
godina, dok je verovatnoca bila 100% da bolesnici sa manje uznapredovalom boleséu

dozive 30 godina. (Grafikon 11)

1.2

10] e
1.

8 —l-l

"
1 progresija bolest
-' - ..
2 | O ciroza
1 +
0.0 a ! L ]
® bez ciroze
-2 _ _ _ _ + p=0.018
-10 0 10 20 30 40

godine

Grafikon 11. Uticaj progresije bolesti na prezivljavanje
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5. DISKUSIJA

Otkri¢e genotipova HBV bio je povod za brojna istrazivanja usmerena na
ispitivanje njihove povezanosti sa klinickim tokom, ali i uspehom terapije. Budu¢i da je
veza izmedu genotipova HCV, toka i ishoda te infekcije dokazana, bio je to podsticaj za
utvrdivanje znacaja genotipova HBV.

Do sada je otkriveno 10 genotipova HBV (A-J). Poslednji su otkriveni genotipovi
I'iJ u Vijetnamu i Japanu. Genotip I je nastao rekombinacijom izmedu genotipova A, C i
G, a genotip J je bliskoj vezi sa genotipom C (Schaefer 2007, Tatematsu i sar. 2009.,
Tran 1 sar. 2008.). Genotipovi 1 subgenotipovi HBV imaju karakteristiénu geografsku
distribuciju (Schaefer 2007., Jazayeri i sar. 2009., Vaezjalali i sar. 2008., Cao 2009.).
Genotip A je zastupljen u juznoj i zapadnoj Africi, gde su potvrdeni subgenotipovi Al,
A3-A5. U zapadnoj i severnoj Evropi dominira ovaj genotip, preciznije subgenotip A2.
Genotipovi B 1 C su endemski u istocnoj 1 jugooisto€noj Aziji. Genotip D dominira duz
Mediterana, na Bliskom istoku i zapadnoj Aziji. Genotip E je zastupljen u zapadnoj
Africi, a genotip F u Centranoj Americi. Genotipovi G i H dominiraju u Juznoj Americi.

U Srbiji je utvrdeno prisustvo genotipova A i1 D, uz dominaciju genotipa D,
subgenotipova A2, D1, D2, D3 i HBsSAg subtipova adw2, ayw2, ayw3, ayw4 (Bojovi¢ i
sar. 2006., Bojovi¢ 2007., Lazarevi¢ 1 sar. 2007., Stanojevi¢ i sar. 2011.). Sli¢an odnos
genotipova A 1 D opisan je 1 u zemljama u okruZenju sa prevalencom genotipa D 80% u
Hrvatskoj i 67% u Rumuniji (Deterding i sar. 2008.).

S obzirom na dominaciju genotipova B i C u Aziji, koja je podrucje sa visokom
prevalencom HBV infekcije (8-15%), uticaj ovih genotipova na tok hroni¢ne infekcije i
uspeh antivirusne terapije je bolje proucen od uticaja genotipova A i D. Pored toga, autori
su se bavili 1 razli¢itim epidemioloskim modelima prenoSenja HBV u zavisnosti od
genotipa i1 subgenotipa. U istrazivanju koje su sproveli Kobayashi i sar. 2003. u Japanu,
gde dominiraju genotipovi C 1 B, ispitivane su klinicko-epidemioloske karakteristike
osoba inficiranih genotipom A u oblasti Tokija. Studija je obuhvatila 53 HBsAg
pozitivne osobe: 17 asimptomatskih nosilaca virusa, 15 bolesnika sa HHB, 4 bolesnika sa
cirozom jetre i 17 sa akutnom HBV infekcijom. Kao §to je ocekivano, oni sa HHB, su
imali znacajno vise vrednosti HBV DNK 1 ¢es¢u HBeAg pozitivnost od asimptomatskih

nosilaca virusa. Interesantni su rezultati vezani za put infekcije ispitanika iz ovog
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istrazivanja. Testirane su 1 majke ispitanika 1 ni jedna od testiranih Zena nije bila
inficirana genotipom A. lako je vertikalna transmisija Cesta u Japanu, rezultati ovog
istrazivanja su ukazali da se u oblasti Tokija, genotip A prenosi horizontalnim putem. Isti
japanski autori su pokazali da je i pored domancije genotipova B i C, infekcija genotipom
A sve CeSca, i to kod akutnih hepatitisa, koji nisu progredirali u hroni¢ni (Kobayashi i
sar. 2004.). Postoje i suprotstavljeni stavovi da infekcija ovim genotipom nosi veéi rizik
od progresije u hroni¢nu bolest (Sukuzi i sar. 2005., Matsuura i sar. 2009.).

Migracije stanovniStva, uvodenje vakcinacije protiv hepatitisa B u jednoj sredini,
ali 1 oblici rizi€nog ponaSanja uticali su na prevalencu genotipova u jednoj populaciji.
Ispitivanjem genotipova HBV kod bolesnika iz Japana sa HIV koinfekcijom (Koibuchi i
sar. 2001.), najzastupljeniji je bio genotip A, za razliku od genotipova C i B koji su
preovladavali kod HIV negativnih. Kod HIV pozitivnih s genotipom A, dominirali su
homoseksulaci, u odnosu na obolele od hemofilije i inficirane heteroseksulanim putem. S
obzirom da je, u Japanu, vertikilna transmisija HBV smanjena uvodenjem vakcinacije,
genotip A se ponajpre §iri horizontlno medu HIV pozitivim. Dalja istrazivanja su ukazala
na stalni porast incidence genotipa A, uglavnom kod mlade populacije u odnosu na
inficirane genotipovima C 1 B, §to se dovodi u vezu sa promiskuitetnim ponasanjem
inficiranih osoba (Matsuura i sar. 2009.). Kod ovih bolesnika je utvrdeno prisustvo
subgenotipa A2 koji odgovara evropskom 1 severnoamerickom, ali je potvrden i
subgenotip A1 koji odgovara subgenotipu sa Filipina i iz Indije. To sugeriSe da je genotip
A dospeo u Japan iz dva razlic¢ita izvora (Matsuura i sar. 2009.).

Slicna veza uocena je izmedu genotipa D, subgenotipa D3 i intravenske
zloupotrebe narkotika u zatvorima Britanske Kolumbije, u Kanadi. Ovo je primer kako
prepoznavanje genotipova pomaZze u proceni u kojim grupama u riziku je neophodna
preventivna imunizacija (Pannesa i sar. 2009.). Prisustvo subgenotipa D3 kod
intravenskih uzivalaca droge uocena je i u Evropi i Severnoj Americi (Norder i sar.
2004.)

Rezultati francuskih autora govore u prilog dominacije genotipova A (24%) i D
(27%), §to je ocekivano za Evropu, uz prisustvo genotipova E (13%), C (12%) i B (7%),
verovatno kao posledice migracije stanovniSta u ovu zemlju. Rezultati iz Francuske
ukazuju na razli¢it put infekcije dominantnim genotipovima: genotip A je bio povezan sa

rizi€nim seksualnim kontaktima, dok se genotip D uglavnom prenosio transfuzijom krvi i

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kobayashi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15565403

krvnih derivata (Halfon i sar. 2006.). U zapadnoevropskim zemljama, HBV se stice
uglavnom u odraslom dobu, seksualnim putem i zloupotrebom narkotika (Mayerat i sar.
1999.). Prema ostalim saopStenjima, genotipovi A i D se prenose uglavnhom
horizontalnim putem, za razliku od genotipova B i C koji se prenose vertikalno (Lin i sar.
2011.).

Rezultati americke studije o HBsAg subtipovima, kod odredenih rizi¢nih grupa -
izbeglica iz Azije, zatvorenika i homoseksualaca, pokazali su da u grupi homoseksualaca
dominirao adw?2 (88,6%), u donosu na ayw3 (11.1%), dok su kod osudenika otkriveni
subtip ayw3 (52,5%), zatim pojednako subtipovi ayw2 1 adw?2 (22,0%), dok je najredi
bio aywl-2 (3.4%). Kod izbeglica iz Azije, to su bili aywl-2 (33.0%), adw?2 (31.1%), adr
(34.9%) i adw 4 (0.9%). Ovakva distrbucija HBsAg subtipova ukazivala je na njihovo
moguce poreklo - Vijetnam, Laos i Kamodza (Swenson i sar. 1991.).

Ovo istrazivanje nije pokazalo povezanost odredenih genotipova, subgenotipova
i HBsAg subtipova i nekog od rizika za HBV infekciju. Kod ispitanika ovog istrazivanja
dominira horizontalni put infekcije u odnosu na vertikalni, Sto je u saglasnosti sa
rezultatima francuskih autora (Halfon i sar. 2006.), ali za bolju epidemiolosku procenu,
ipak je neophodno uraditi sveobuhvatnije seroepidemiolosko istraZivanje.

Prirodni tok HBV infekcije, progresija u hroni¢nu bolest, odredeni su brojnim
faktorima. Vrlo je sloZena interakcija razlicitih faktora domacina, virusa i sredine, koji
uticu na prirodni tok HHB. Ishod je odreden uzrastom u kome je infekcija stecena,
na¢inom prenoSenja, genotipom i genetskim varijacijama HBV (Kim i sar. 2011.). lako
akutni hepatitis B nije bio predmet ovog istrazivanja, vazna je i zastupljenost genotipova
kod ove forme bolesti. U prvom istrazivanju vezanom za genotipove HBV kod bolesnika
leenih u Infektivnoj klinici u Beogradu, uoceno je da je genotip A ucestaliji medu
slu¢ajevima sa akutnim tokom HBV infekcije, §to je u saglasnosti i sa ve¢ pomenutim
istrazivanjima japanskih autora (Bojovi¢ 2007., Kobayashi 2003.). Imaju¢i ovo u vidu,
dominacija genotipa D medu hroni¢no inficiranim pacijentima u na$oj zemlji, nije
iznenadujuca.

Rezultati japanskih autora govore da ¢e oko 10% osoba inficiranih genotipom A
razviti hroni¢nu bolest, kod kojih ¢e, potom, inaktivno nosilastvo virusa biti

najverovatnije (Matsuura i sar. 2009.).
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Postoje 1 oprecni rezultati sa dominacijom genotipa A kod hroni¢no inficiranih,
za razliku od genotipa D koji je bio prisutniji kod akutnih hepatitisa (Mayerat i sar.
1999.). Moguée objasnjenje, za ovu pojavu je slabija antigenska ekspresija genotipa A i
stimulacija imunskog odgovora domacina za eliminaciju virusa (Mayerat i sar. 1999.).

Tanwar i Dusheiko (2012.) zaklju¢uju da upravo genotipovi A i D, dokazani kod
nasSih bolesnika, ¢eS¢e dovode do hroni¢ne infekcije.

Jedna studija japanskih autora razmatrala je zastupljenost pojedinih genotipova
kod bolesnika sa akutnim i hroni¢nim hepatitisom, u tokijskim bolnicama. Otkrili su pet
genotipova - A, B, C, D i F. Samo je genotip C bio zastuljeniji kod hroni¢nih hepatitisa
odnosu na aklutne (87,7% i 43,9%). Ostali genotipovi su bili prisutniji kod akutnih
hepatitisa (A kod 22,8% , B kod 14% D 1,8% i F 1,8% ) (Akuta i sar. 2005.).

S druge strane, kineski autori (Zhang i sar. 2008.) otisli su korak dalje,
razmatraju¢i znac€aj subgenotipova za razvoj hroni¢ne infekcije. Subgenotip C2 je cesce
dovodio do hroni¢ne infekcije, nego subgenotip B2, te se smatra nezavisnim prediktorom
hroniciteta. Smatra se da perzistencija HBV infekcije posle akutne, zavisi od puta
prenosenja, veli¢ine inokuluma, kompleksnih interakcija virusa i domacina, a verovatno i
od genotipova i subgenotipova (Lin i sar. 2011.).

Uticaj genotipova na progresiju bolesti jetre i stepen fibroze je ispitivan u vise
razlicitih studija, posebno za genotipove C 1 B kod azijskih bolesnika. Tako je utvrdeno
da je genotip C zastupljeniji kod bolesnika koji imaju cirozu jetre, kao i kod onih sa HHC
starijih od 50 godina, nego kod asimptomatskih nosilaca virusa (Kao i sar. 2000.).
Dodatna istrazivanja istih autora dovela su u vezu genotip C, razvoj HCC 1 prisustvo
basal core promoter mutacija A1762T/G1764A (Kao i sar. 2003.). Infekcija genotipom C
bila je pracena s ¢ak sedmostruko visim vrednostima viremije i petostruko veéim rizikom
od HCC (Yu i sar. 2005.). Prospektivna studija koja je obuhvatila 2762 tajvanskih
bolesnika sa HBV infekcijom, potvrdila je prethodna zapazanja da je genotip C udruzen
sa ve¢im rizikom za razvoj HCC od genotipa B (Yang i sar. 2008.). Uocene su i druge
razlike izmedu infekcije sa ova dva genotipa: osobe inficirane genotipom B dobijale su
HCC u mladem Zivotnom dobu u odnosu na osobe inficirane genotipom C (Ni i
sar.2004., Kao i sar. 2000., Yin i sar. 2008.). Kod osoba sa genotipom B, HCC se razvijao
pre 35. godine, na terenu hroni¢nog hepatitisa, bez prethodne ciroze jetre. Predmet

istrazivanja azijskih autora su bile 1 patohistoloSke i klinicke karakteristike operabilnog
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HCC na Tajvanu (Chen i sar. 2004., Lin i sar. 2007.). Kod 193 bolesnika sa HCC
uzrokovanog HBV, solitarni tumori su bili ¢e8¢i kod genotipa B (94%), nego kod C
(86%). Ali kod genotipa C bilo je vise satelitskih nodusa (22% prema 12%), Sto je vazno
za prognozu i pojavu recidiva nakon operativnog lecenja.

Sli¢ni rezultati zabelezeni su 1 u pedijatrijskoj populaciji. U studiji koja je
obuhvatila 487 kineske dece sa HHB, uzrasta 3-18 godina, razmatran je uticaj razlicitih
genotipova i subgenotipova na progresiju bolesti, odnosno stepen inflamacije i fibroze.
Ispitivanje je dovelo do zakljucka da su inflamacija i fibroza bile manje izrazene kod
subgenotipa B2, nego subgenotipa C2, koji je vodio u brzu progresiju bolesti (Zhong i
sar. 2011.).

Razmatranjem uticaja drugih genotipova na progresiju HBV infekcije kod
Spanskih bolesnika (Sdnchez-Tapias i sar. 2002.), doslo se do zakljucka da je smrtni ishod
¢esci kod infekceije genotipom D i F, nego kod infekcije genotipom A. Kod njih je stopa
biohemijske remisije i nedetektibilne viremije, koja sugeriSe prelazak hroni¢cne HBV
infekcije u fazu inaktivnog HBsAg nosilastva, bila je visa kod genotipa A, u odnosu na
genotipove D i F. Tako je genotip A bio nezavisni pediktor remisije. Inaktivno nosilastvo
virusa je obi¢no vezano za povoljan ishod infekcije, te gore opisani rezultati sugeriSu da
je prognoza HHB bolja kod genotipa A, nego kod genotipova D i F.

Povoljni tok HBV infekcije podrazumeva gubitak HBsAg, s godisnjom stopom
1,7% (Sampliner i sar. 1979.). Ishod hronicne HBV infekcije je povoljan nakon
negativizacije HBsAg, ¢ak i kod onih sa uznapredovalom boles¢u (Liaw i sar. 1991.).
Kod 3$panskih bolesnika, gubitak HBsAg cesce se javljao kod starijih bolesnika, koji su
ve¢ imali cirozu na pocetku pracenja 1 kod infekcije genotipom A u odnosu ne genotipove
D i F (Sanchez-Tapias i sar. 2002.).

Nalazi ovog istraZzivanja su u saglasnosti sa istraZivanjem Spanskih autora
(S&nchez-Tapias i sar. 2002.), budu¢i da nije bilo razlike u stepenu fibroze i
nekroinflamatrone aktivnosti na pocetku pracenja izmedu genotipova A i D. Tokom
prac¢enja oni sa genotipom D su imali brzu progresiju u aktivni hepatitis, posle 9,9+7,7
godina, dok je kod onih s genotipom A, do progresije doslo posle 17,0£10,5 godina
(Milosevic¢ i sar. 2013.). Zbog toga je kod inficiranih genotipom D bio brzi razvoj ciroze,
nego kod infekcije genotipom A (15,1+8,4 god. u odnosu na 23,3+£3,4 god.), $to znaci

bolju prognozu kod inficiranim genotipom A (MiloSevi¢ 1 sar. 2013.).
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U znaCajno manjem broju istrazivanja, doslo se do zakljucka da je infekcija
genotipom D povoljnijeg toka. Tako istrazivanje holandskih autora iz 2005. godine
govori u prilog izrazenije fibroze jetre kod onih sa infekcijom genotipom A u odnosu na
genotip D (Janssen i sar. 2005.).

Suprotstavljena su i mi$ljenja indijskih autora (Gadhe i sar. 2002., Thakur i sar.
2002., Kumar i sar. 2005.), kako po pitanju prevalence genotipova A i D, tako i po
pitanju uticaja genotipova na progresiju bolesti. Kumar i sar. 2005. godine su kod 70
bolesnika sa HHB utvrdili infekciju genotipovima A i D, uz blagu dominaciju genotipa A
(53% prema 46%). Dosli su do zakljucka da je infekcija genotipom A pracena
izraZzenijom nekroinflamacijom, $to za posledicu ima brzu progresiju u cirozu. Srednja
vrednost ALT kod ispitivanih bolesnika bila je 140+177 IU/I. Kod bolesnika sa
genotipom A, aktivnost ALT ces¢e je bila 1,5 put iznad gornje granice normalne
vrednosti, nego Sto je to bio slucaj kod bolenika sa genotipom D (81% prema 58%). Kod
genotipa A bila je ceS¢a HBeAg pozitivnost nego kod genotipa D (86% prema 62%), kao
I ciroza jetre (82% prema 57%). Kumar i sar. smatraju da se klini¢ki zna¢aj HBV
genotipova ogleda u razli¢itim patogenetskim mehanizmima koje treba dodatno ispitivati.
Kasnija HBeAg serokonverzija, posle viSe epizoda remisija i reaktivacije, odgovorna je
za progresiju bolesti u cirozu i dekompenzaciju jetre. Tako je za losiji ishod bolesti kod
genotipa A, odgovorna ceS¢a HBeAg pozitivnost, viSa aktivnost ALT, izraZenija
nekroinflamacija, te 1 veci rizik za progresiju u cirozu. Autori, ipak, smatraju da su, zbog
malog broja bolesnika, potrebna dodatna ispitivanja uticaja genotipa na progresiju bolesti.
Takode bi bilo znacajno ispitati povezanost vrednosti viremije kod razli¢itih genotipova,
Sto Kumar i sar. nisu razmatrali. McMahon (2013.) je godine ukazao na povezanost
visoke viremije i progresije bolesti. Razvoj uznapredovale fibroze je bio malo verovatan
kod onih sa HBV DNK uvek ispod 20000 iu/ml.

Druga istrazivanja iz Indije govore suprotno od navedenog: Thakur i sar. 2002.
godine ispitivali su 130 bolesnika sa razli¢itim manifestacijama HBV infekcije: 52
asimptomatska nosilaca HBsAg, 48 bolesnika sa cirozom i 30 sa HCC. Kod ispitivanih
bolesnika najcesci je bio genotip D (48%), potom genotip A (46%), dok je mali broj
bolesnika (6%) imao meSovitu infekciju sa oba genotipa. Nije bilo razlike u
zastupljenosti genotipova A i D u ispitivanim podgrupama. Dalja analiza je ukazala da je
kod asimptomatskih HBsAg nosilaca s genotipom D bio prevalentniji HIA > 4 (53%), u
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poredenju sa genotipom A (32%). Genotip D je ceS¢e bio uzrok teze forme bolesti jetre
(61% prema 31%)., kao 1 ¢e8¢i uzro¢nik HCC kod mladih od 40 godina, $to ukazuje da
infekcija genotipom D ima loSiju prognozu od genotipa A (Thakur i sar. 2002.).

O genotipu D kao najzastupljenijem u Indiji govori i studija koju su sproveli
Gandhe i sar. 2002. godine. Genotip A potvrden je kod samo 8% ispitanika. Autori su
utvrdili da se kod osoba sa genotipom D radi o infekciji HBsAg subtipovima ayw3 i
ayw2. Rezultati ovog istrazivanja nisu afirmativni u pogledu uticaja razli¢itih genotipova
na tok HBV infekcije.

Kasnije sprovedena ispitivanja u Indiji, iz 2009. godine, takode govore o
dominaciji genotipa D (68,3%) u odnosu na genotip A (25,7%), ali se kao novi genotip u
ovoj sredini pojavljuje i genotip C (5,9%) (Madan i sar. 2009.). Distribucija genotipova
kod bolesnika sa akutnom, hronicnom HBV infekcijom, asimptomatskih HBsAg
nosilaca, bolesnika sa cirozom jetre i HCC nije se znacajno razlikovala. Indeks histoloske
aktivnosti i stepen fibroze se nisu bitno razlikovali u zavisnosti od genotipa. Rezultati ove
studije bili su sliéni onima iz istrazivanja koje su sproveli Gandhe i sar. 2002., i govore 0
sli¢nom toku bolesti kod infekcije genotipovima A i D (Madan i sar. 2009.)

U Turskoj, mediteranskoj zemlji je najucestaliji genotip D. U nekoliko studija ovo
je bio i jedini potvrdeni genotip. Tako su Yalcin i sar. 2003. godine dokazali podjednaku
distribuciju genotipa D, kod razli¢itih formi HHB, nezavisno od HBeAg statusa 1
aktivnosti serumskih transaminaza, te zakljucili da ovaj genotip ne utie na teZinu HBV
infekcije.

Razmatrajuéi uticaj genotipova A i D na tok bolesti i dalje Sirenje infekcije,
Kumar i sar. 2009. godine su testirali ukucane osoba sa HHB. Kod 28,8% testiranih
dijagnostikovana je okultna HBV infekcija, a prevalenca genotipova A i D nije bila
razli¢ita u odnosu na one sa HHB.

S obzirom na karakteristicnu geografsku distribuciju genotipova, najvise je
saopStenja o poredenju infekcije genotipovima B 1 C, odnosno A i D. Mali je broj studija
u kojima se ova cCetiri genotipa 1 ostali otkriveni genotipovi porede medusobno. Bilo bi
idealno sprovesti studiju u kojoj bi se poredili aktivnost ALT, viremija, HBeAg/antiHBe
status, aktivnost hepatitisa, stepen fibroze i progresija u cirozu jetre i HCC kod svih
poznatih genotipova. Interesantno je istrazivanju japanskih autora (Doung i sar. 2004.), u

kome su poredeni bolesnici sa infekcijom genotipovima C 1 D. Vecina bolesnika sa
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genotipom D (84,2%) bili su asimptomatski nosioci. Genotip D nije bio prisutan kod
bolesnika sa cirozom jetre i HCC. BCP mutacije (A1762T i G1764A) bile su znacajno
rede kod infekcije genotipom D u odnosu na genotip C, medu HBeAg negativnim
bolesnicima. Genotip C bio je uzro¢nik hronicne HBV infekcije, dok je genotip D bio u
vezi sa asimptomatskim nosilastvom virusa i ranijom HBeAg serokonverzijom (Doung i
sar. 2004.). Zahvaljuju¢i prilivu stanovnistva iz razli¢itih krajeva sveta (iz Azije, Evrope,
Afrike, sa Kariba i Madagaskara), francuski istrazivac¢i (Ganne-Carrié i sar. 2006.), kod
109 bolesnika sa HHB, pored genotipa A (26.6%) i D (18.3%), tipi¢nih za Evropu,
dokazali su u znac¢ajnom procentu i genotipove B (12.8%), C (18.3%) i E (14,7%). To je
omogucilo poredenje ovih 5 razli¢itth genotipova. Rezultati su ukazali na visoku
prevalencu antiHBe antitela kod genotipa D, zatim viSu aktivnost serumskih
transaminaza kod genotipova A i D u odnosu na ostale genotipove. Infekcija
genotipovima A, C 1 D bile su prac¢ene izraZenijom fibrozom tj. tezom formom bolesti,
nego kod genotipova B i E. Pre-C i BCP mutacije bile su prisutne kod 87% antiHBE
pozitivnih bolesnika i u vezi sa genotipom D (Ganne-Carrié i sar. 2006.).

U jednoj americkoj studiji kod 694 bolesnika sa HHB utvrdeni su genotipovi A,
B, Ci D (Chui sar. 2003.). Kod genotipova B i D prevalence HBeAg je bila niza nego
kod genotipa A. Sli¢no rezultatima autora iz Francuske, genotip B je imao povoljniji tok,
sa niZzom stopom dekompenzacije jetre u odnosu na genotipove A, C 1 D.

Iskustvo iz vi$e studija svedoci da su tok i ishod HHB tezi kod genotipova C i D u
odnosu na A 1 B. Ciroza jetre 1 HCC se ¢eS¢e dijagnostikuju kod genotipova C i D, nego
kod genotipova A i B (Shi 2012.).

Moze se re¢i da u zapadnim zemljama (gde su dominantni genotipovi A 1 D),
HHB ima visu incidencu ciroze, ali nizu incidencu HCC, u odnosu na azijske zemlje (gde
dominraju genotipovi B 1 C). U fazi asimptomatskog nosilastva virusa tokom vremena
moze do¢i do reaktivacije hepatitisa kod jedne cCetvrtine do jedne tre¢ine HBsAg
pozitivnih bolesnika. Reaktivacija se c¢eS¢e deSava kod muskaraca i kod infekcije
genotipovima D, C i B (Liaw i sar. 2010.)

Analogno genotipovima, 1 pojedini subgenotipovi imaju uticaj na tok HBV
infekcije.

Kod bolesnika o ovom istrazivanju uocena je razlika u progresiji infkcije izmedu

inficirnih  pojedinim subgenotipovima. Tako je najkrace vreme do potrebe za
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antivirusnom terapijom proteklo kod subgenotipa D1 samo 11+2 godine. NeSto duze
vreme je bilo potrebno do uvodenja lamivudina za subgenotipove D2 i D3 - 15+1 i 14+1
godina. S obzirom na povoljniji tok genotipa A i Cinjenice da su svi bolesnici imali
subgenotip A2, najduze vreme do potrebe za antivirusnom terapijom bilo je upravo kod
ove grupe bolesnika i iznosilo je 22+2 godine.

Subgenotip A2 pored Evrope, prisutan je u SAD i na Arktiku. Kod osoba koje
imaju infekciju subgenotipom A2, HCC se javlja u kasnijem zivotnom dobu u odnosu na
osobe inficirane subgenotipom Al. Stopa komplikacija, ukljucuju¢i i HCC, kod osoba sa
subgenotipom A2 niZa je u odnosu na genotipove D, C i F1 (Livingstone 1 sar. 2007.,
Sanches-Tapias i sar. 2002.). Poredenjem bolesnika sa subgenotipom Al i subgenotipom
A2, zakljuceno je da kod infekcije subgenotipom Al dolazi do ranijeg gubitka HBeAg i
pojave antiHBe antitela u odnosu na subgenotip A2 (Hadziyannis 2011.).

Infekcija subgenotipom Al praéena je visokom stopom HCC u Subsaharskoj
Africi. Kod bolesnika sa HCC, genotip A je dominantan sa prevalencom 86,5%, te nosi
4,5 puta veéi rizik za HCC u odnosu na genotipove D i E. U ovom podrucju je dokazan
samo subgenotip Al. Bolesnici sa HCC i infekcijom uzrokovanom subgenotipom Al,
zna€ajno su mladi od bolesnika sa drugim genotipovima i HCC. Navedeni rezultati
govore o visokom riziku za HCC kod subgenotipa Al (Kew i sar. 2005.).

Uticaj HBsAg subtipova na tok bolesti retko je bio predmet ispitivanja. Kod
bolesnika u ovom istrazivanju dokazana je najbrza progresija u cirozu kod bolesnika sa
HBsAg subtipom ayw4 koja je iznosila samo 12 godina, za razliku od ostalih dokazanih
HBsAg subtipova gde se kretala od 23-26 godina. Zakljucak nije sasvim pouzdan jer je u
ispitivanoj grupi bilo malo bolesnika sa ovim HBsAg subtipom — samo 1,2% bolesnika.

HCC je peti najces¢i tumor 1 po smrtnosti koju izaziva zauzima visoko trece
mesto (Parkin i sar. 2005.). Vise od 50% slucajeva HCC Sirom sveta prouzrokovano je
HBYV infekcijom. U podrucjima koja su endemska za HBV, ovaj virus je odgovoran za
70-80% slucajeva HCC. Srednje prezivljavanje bolesnika sa HCC kao posledicom HBV
infekcije je krace od 16 meseci, dok se petogodiSnje prezivljavanje kreée od 15-26%.
Smatra se da su genotipovi C, D i F, visoka viremija i core/precore mutacije, pored
ostalih, faktori rizika za HCC (Nguyen i sar. 2009.).

Tokom pracenja bolesnika u ovom istrazivanju, kod 6 (3,7%) bolesnika doslo je

do razvoja hepatocelularnog karcioma i smrtnog ishoda. Kod svih 6 bolesnika HCC se
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razvio na terenu ciroze jetre. Radilo se o 2 bolesnika inficirana genotipom A kod kojih je
vreme do pojave HCC iznosilo 26,5+2,12 godina i 4 bolesnika inficirana genotipom D
kod kojih se HCC razvio posle 19,6+5,13 godina. lako je vreme do pojave HCC kod
genotipa A duze nego kod genotipa D, mali broj bolesnika sa HCC nije dozvoljavao
analiziranje uticaja genotipova i subgentopova na pojavu ovog tumora. Tako mala stopa
HCC verovatno je posledica, kako kratkog trajanja hroni¢ne infekcije pre pocetka
pracenja kod veéine (na pocetku pracenja 65 (46,1%) bolesnika nije imalo fibrozu), tako i
biohemijske i virusoloske remisije tokom leCenja. Poznato je da je kontrola viremije
udruZena sa Sest puta manjim rizikom od nastanka ciroze i HCC (Chen i sar. 2006.).

Na mnogo vecoj ispitivnoj populaciji Eskima, rizik od razvoja HCC nije se
znacajno razlikovao za genotipove A i1 D, a najrizi¢niji je bio genotip F, sa subgenotipom
F1 i to ko mladih ispitanika (Livingstone i sar. 2007.)

Uprkos postojanju kontradiktornih rezultata, smatra se da je infekcija genotipom
D ces$¢e udruZzena sa aktivhom bolesc¢u jetre i uznapredovalom fibrozom u odnosu na
infekciju genotipom A, §to je u saglasnosti sa rezultatima ovog istrazivanja. Veza
genotipova A i D sa razvojem HCC jo$ uvek nije precizno definisana i zahteva dalja
istrazivanja (Fattovich i sar. 2008.).

U ispitivanoj polupaciji nije bilo ekstrahepati¢nih manifestacija HBV infekcije.
Prema dostupnim literaturnim podacima, genotipovi HBV imaju uticaj na ucestalost ovih
manifestacija. Kod HBsAg pozitivnih Eskima (Hurlburt i sar. 2007.) nadena je najvisa
incidenca vaskulitisa povezanog sa HBYV, ikada saopstena. Ovo je bilo najéesce kod
inficiranih genotipom D. Kod kineske dece sa HHB pracene su ekstrahepati¢ne
manifestacije i njihova povezanost s genotipovima: glomerulonefritis je bio ¢es¢i kod
genotipa C, nego kod B (Lei i sar. 2012.).

Prevalenca HBeAg-pozitivnog nalaza kod bolesnika uklju¢enih u ovu studiju bila
je znacajno visa kod genotipa A nego kod D (60,8% prema 30,9%). HBeAg-negativni
nalaz bio je ¢es¢i kod infekcije genotipom D (37.4% prema 21,7%) (MiloSevi¢ i sar.
2013.).

Walsh i sar. (2011.) pokazali su da je HBeAg, solubilni protein, koji ucestvuje u
modulaciji imunskog odgovora i doprinosi perzistenciji HBV kod inficirane osobe, te je
od vaznog uticaja na uspostavljanje hroniciteta. Klinicki 1 eksperimentalni podaci

sugeriSu da HBeAg u serumu ima imunoregulatornu ulogu u toku infekcije. Suprotno
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tome, intracelijski HBeAg sluzi kao “meta” imunskog odgovora. Ova dvostruka uloga
HBeAg i njegova sposobnost da aktivira T ¢elije, ali i da indukuje imunsku toleranciju,
svedoci o kompleksnoj interakciji izmedu HBeAg i domacina (Milich i sar. 2003.).

U Mediteranu i zemljama u njegovom neposrednom okruzenju, zastupljen je
HBeAg negativan hepatitis. To u mnogome odreduje epidemiologiju ove infekcije, ne
samo puteve prenosenja, vec i stopu prelaska akutne infekcije u hroni¢nu. Smatra se da je
infekcija wt HBV, koja podrazumeva produkciju HBeAg, uslov da akutna infekcija prede
u hroni¢nu (Hadziyannis i sar. 2001.). U suprotnom infekcija ¢e, bez obzira na uzrast
inficirane osobe, imati samo akutnu fazu. Treba imati na umu da HBeAg pozitivan status
zapravo predstavlja HBeAg “u visku” u serumu. Drugim recima, HBeAg ili antiHBeAg
negativan status nije apsolutan, ve¢ je zapravo stanje ravnoteze imunskih kompleksa
(Walsh i sar. 2012.). Zato ¢injenicu da je hronicitet kod infekcije HBeAg negativnim
virusom nemogu¢ treba primiti sa rezervom. Pored toga, kod istog HBeAg negativnog
bolesnika moze postojati meSovita infekcija sa wt virusom 1 preC mutantnom formom.
Tako daljim Sirenjem ovakve meSovite infekcije, novoinficirana osoba moze biti HBeAg
pozitivna zbog selekcije wt virusa.

Podaci iz literature govore da je prevalenca HBeAg negativnog hepatitisa 33% na
Mediteranu, 15% u Aziji i 15% u SAD i severnoj Evropi (Funk i sar. 2002.). Pre-C
mutacija koja za posledicu ima prestanak sinteze HBeAg, zatupljena je kod 60% ovih
bolesnika. U ovom istrazivanju nije bila analizirana ucestalost pre-C mutacije, ali na
osnovu prevalence HBeAg negativnih slucajeva, moze se pretpostaviti da je naSa
epidemioloska slika sli¢éna mediteranskom modelu, budu¢i da je u oblasti Mediterana ova
mutacija zastupljena kod 92% HBeAg negativnih hepatitisa (Funk i sar. 2002, Walsh i
sar. 2012.).

Za razliku od genotipa D, klasi¢na G1896A mutacija sa posledi¢nim prestankom
sinteze HBeAg, nije karakteristicna za genotip A. Genotip A poseduje citozin na poziciji
1858 umesto timidina, koji je prisutan kod vecine drugih genotipova. To za posledicu ima
stabilizaciju pre-C regiona, te otezava nastanak G1896A mutacije (McMahon 2009.). U
jednom istrazivanju, poredem genotipova A i D, pre-C mutacija je otkrivena isklju¢ivo
kod genotipa D (Tanaka i sar. 2004.). Pored toga, Lin i sar. (2011.) pokazali su da genotip
D ima visu prevalencu BCP A1762T/G1764A mutacija u odnosu na genotip A.
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HBeAg/antiHBe status odreduje i rizik za perinatalnu transmisiju HBV infekcije.
Ukoliko se ne primene vakcina i hepatitis B imunoglobulin, rizik od HBV infekcije za
decu HBeAg pozitivnih majki krece se do ¢ak 100%, uz rizik za nastanak hroniciteta do
90% (Mast i sar. 2005., Baesly 1983.). Kod majki koje su HBeAg negativne i antiHBe
pozitivne, rizik za vertikalnu transmisiju infekcije je manji od 25%, a za hronicitet kod
inficirane dece je samo 10-15% (Mast i sar. 2005., Baesly 1983.).Smatra se da je uzrast
inficiranih Zena u kome dolazi do HBeAg/antiHBe serokonverzije, klju¢ni faktor koji
odreduje da li ¢e do¢i do infekcije deteta na rodenju 1 neposredno posle rodenja.

Poznato je da je i stepen viremije odreden HBeAg/antiHBe statusom: kod HBeAg
pozitivnih osoba potvrdene su visoke vrednosti viremije od 10°-10 kopija/ml, a
zna¢ajno niza viremija, ispod 10* kopije/ml, kod HBeAg negativnih osoba. | bolesnici u
ovom istrazivanju sa prisutnim HBeAg imali su viSe vrednosti viremije u poredenu sa
HBeAg-/antiHBe+ i HBeAg-/antiHBe- bolesnicima. Vrednosti HBVY DNK u ove tri
seroloske grupe bile su 4,24, 2,67 i 2,69 logl0 IU/ml HBV DNK. Nismo utvrdili da
genotip imao uticaj na viremiju (Milosevic i sar. 2013.).

Kod samo 4 (2,5%) bolesnika iz ove studije, jednog s genotipom A i tri sa D,
infekcija je preneta vertiklano (MiloSevi¢ i sar. 2013.). Ovo je u saglasnosti sa ervo-
mediteranskim epidmioloskim modelom HBV infekcije. Objasnjenje za ovu pojavu bi
mogla biti mala ucestalost HBeAg pozitivnosti medu Zenama u toku reproduktivnog
perioda (Hadziyannis 2011.). Nasuprot ovome, u Aziji je drugacija slika, sa veéom
verovatnocom za perinatalno prenosenje HBV. Smatra se da je najmanje 50% Zzena
HBeAg pozitivno u vreme porodaja, za razliku od 15% Zena u Africi 1 severozapadnoj
Aljasci, gde je perinatalna transmisija retka (Livingstone i sar. 2007). Sli¢no je pokazano
i kod Eskimki inficiranih genotipovima A i D u odnosu na C. Utvrdeno je da kod 50%
infekciranih genotipovima A i D doslo do gubitka HBeAg pre 20. godine, za razliku od
inficiranih genotipom C, kod kojih se serokonverzija desila ¢ak 30 godina kasnije, u 5.
deceniji (Livingstone i sar. 2007.). Ovakvi rezultati ukazuje da Eskimke inficirane
genotipom C imaju HBeAg tokom reproduktivnog perioda, za razliku od zena inficiranih
A i D genotipovima, koje u reproduktivnom dobu imaju antiHBe antitela (Livingstone i
sar. 2007.). Ovi zakljucci sugeriSu da u delovima sveta gde je perinatalna transmisija

glavni put infekcije, dominira genotip C. MoZemo da zaklju¢imo da su odsustvo genotipa
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C 1 dominacija genotipa D, za koji je karakteristiCan nedostatak HBeAg, moguce
objasnjenje za malu zastupljenost vertikalne transmisije u Srbiji.

Pre uvodenja lamivudima u terapiju HHB, jedina terapijska opcija bila je
interferon alfa. Veliki napredak je ucinjen razvitkom pegilovanog interferona koji je
konforniji za bolesnika, uz stabilnu apsorpciju, povecanu raspolozivost leka, stabilniju i
dugotrajniju koncentraciju u serumu, samnjenu enzimsku razgradnju itd. Ispitivanje HIV
infekcije 1 ulazak u eru antiretrovirusne terapije, znacio je nove terapijske mogucnosti za
leCenje hronicne HBV, s obzirom da je za oba virusa enzim reverznu transkriptaza,
neophodan za replikaciju. Prvi lek iz grupe NA koris¢en u terapiji HHB, bio je
lamivudin, a potom su sledili adefovir, entekavir, telbivudin i tenofovir. Ovi lekovi
inhibiraju HBV DNK polimerazu direktnom ugradnjom u toku replikacije virusne DNK,
¢ime blokiraju elongaciju virusne DNK ili ireverzibilnim blokiranjem reverzne
transkriptaze.

Stopa HBeAg/antiHBe serokonverzuije kre¢e se oko 30% leCenih
konvencionalnim ili pegilovanim interferonom alfa i oko 20% kod terapije NA posle 48%
nedelja terapije.

Prvi rezultati o uticaju genotipova HBV na uspeh antivirusne terapije ti€u se
lecenja interferonom alfa. IstraZivanja su pokazala da je terapijski uspeh standardnim
interferonom bolji kod bolesnika sa genotipom B u odnosu na genotip C, kao §to je uspeh
u leCenju infekcije genotipom A veci nego kod genotipa D (Liu 1 sar. 2005.). Prema
dostupnim podacima genotipovi E, F i H su senzitivni na interferon (Erhardt i sar. 2009.).

Hou i saradnici (2007.) ispitivali su uticaj genotipova A i D na uspeh terapije
interferonom kod 103 evropska bolesnika sa HHB. Utvrdeno je da je genotip A pozitivan
prediktor za uspeh kratkotrajne terapije (16 nedelja). Nasuprot tome, genotipovi HBV
nisu imali uticaj na uspeh duze terapije (32 nedelje). Sude¢i po ovim rezultatima
optimalna duzina terapije HHB interferonom alfa mogla bi da varira u zavisnosti od
genotipa (Hou i sar. 2007.).

U jednom istrazivanju uspeha terapije HHB pegilovanim interferonom kod
542 bolesnika, zakljuceno je da je infekcija genotipom A sa visokom aktivnoséu ALT i/ili
niskom viremijom nosila verovatnoéu od 30% za terapijski uspeh. Sansa za uspe$nu

terapiju pegliovanim interferonom kod bolesnika sa infekcijom genotipom D bila je mala,
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nezavisno od vrednosti ALT i viremije, te inficirani genotipom D nisu kandidati za
terapiju pegilovanim interferonom (Buster i sar. 2009.).

Kod 307 HBeAg pozitivnih holandskih bolesnika, Janssen i sar. (2005.) sproveli
su lecenje pegilovanim interferonom alfa-2b i kombinacijom ovog leka i lamivudina.
Kombinovana terapija nije uticala na uspeh lecenja, ta¢nije nije se pokazala superiornom
u odnosu na monoterapiju pegilovanim interferonom alfa-2b. Gubitak HBeAg kod
lecenih bolesnika zavisio je od genotipa: najbolji rezultati su bili kod genotipa A (47%),
potom kod genotipa B (44%), genotipa C (28%) i najlosiji kod genotipa D (25%).

U jednom multicentri¢noj studiji kod 266 HBeAg pozitivnih bolesnika le¢enih
pegilovanim interferonom alfa-2b, ispitivan je gubitak HBsAg u zavisnosti od genotipa.
Rezultati su pokazali da je gubitak HBsAg iznosio je 14% za genotip A, 9% za genotip B,
3% za genotip C i samo 2% za genotip D. Nedvosmisleno je dokazan bolji terapijski
uspeh kod genotipa A, ne samo u odnosu na genotip D, ve¢ i na genotipove B i C (Flink 1
sar. 2006.).

Za razliku od interferona, ispitivanje uticaja genotipova na terapijski odgovor kod
nukleozidnih/nukleotidneih analoga davalo je kontradiktorne rezultate. Smatra se da se
uspeh ne razlikuje znacajno u zavisnosti od genotipa HBV (Liu i sar. 2005., EASL
2012.). Poznato je da se tokom terapije lamivudinom, pored ostalih, javljaju i mutacije u
YMDD (tirozin, metionin, aspartat, aspartat) motivu C domena DNK polimeraze, koje su
odgovorne za neuspeh terapije.

Lamivudinom leceno je 85 bolesnika koji su ispunili Kriterijume za zapoc€injanje
antivirusne terapije (EASL 2012.). Nije bilo nezeljnih efekata vezanih za terapiju ovim
lekom.

U grupi leCenih, 41 (48,2%) bolesnik je bio HBeAg pozitivan. Stopa
HBeAg/antiHBe serokonverzije iznosila je 36,6% posle 2,4+0,9 godina. Znacajno visu
stopu HBeAg/antiHB serokonverzije, tokom terapije lamivudinom, zabelezena je kod
bolesnika sa genotipom D (93,3%) u odnosu na genotip A (6,7%). NajceSce se
serokonverzija u antiHBe pojavljala kod subgenotipa D3 (60%), potom kod D2 (26,7%),
a najrede kod DI 1 A2 (6,7%). U ovoj podgrupi bolesnika HBsAg subtip ayw2 je bio
najcesci (66,7%), potom je sledio HBsAg subtip ayw3 (26,7%), dok adw2 bio najredi
(samo 6,7%, $to je ocekivano jer su svi sa infekcijom genotipom A imali ovaj HBsAg

subtip).
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U ovom istrazivanju uspeh terapije lamivudinom nije se razlikovao kod bolesnika
sa genotipom A u odnosu na D. Sli¢na zapazanja u vezi terapije lamuvudinom, izneli su
Zalewska 1 sar. 2005. godine za poljske bolesnike, kod kojih dominira genotip A u
odnosu na D. Posle 12 meseci terapije lamivudnom doslo je do pada viremije i aktivnosti
ALT kod oba genotipa. Nije bilo razlike izmedu genotipova A i D u pogledu viremije,
HBeAg serokonverzije i aktivnosti ALT (Zalewska i sar. 2005.).

Rezultati nekih istrazivanja, pak, govore o razli¢itom ishodu antivirusne terapije
kod genotipova A i D. Kod indijskih bolesnika uspeh terapije lamivudnom bio je veéi
kod genotipa D, nego kod A (28,8% prema 3,5%) (Thakur i sar. 2005.). Palumbo navodi
da je stopa rezistencije na lamivudin znacajno visa kod genotipa A u odnosu na D, §to bi
bio razlog ve¢em terapijskom uspehu kod genotipa D (Palumbo 2007.).

Kod HBeAg pozitivnih bolesnika, stopa serokonverzije je tokom prve godine
le¢enja oko 16%. Nastavak terapije povecava stopu serokonverzije, a neuspeh terapije je
odreden pojavom mutacija u YMDD motivu. Poznato je da se stopa stopa rezistencije na
lamivudin kreée oko 20% za svaku godinu lecenja, te je oko 66% posle tri godine
terapije, odnosno preko 80% posle 4 godine (Lok i sar. 2000.). U jednoj azijskoj
multicentricnoj studiji kod bolesnika leenih pet godina, kumulativna stopa YMDD
mutacija bila je 15, 38, 55, 67 i 69% za svaku godinu terapije (Leung 2002.).

S obzirom na karakteristike HBV — visok stepen replikacije i nedostatak
mehanizama za ispravljanje greSaka tokom nje, neminovno je nastajanje mutacija.
Savremena saznanja govore o postojanju YMDD mutacija kod bolesnika koji prethodno
nisu leCeni NA, ¢ime je uspeh buduce terapije dodatno kompromitovan. U velikoj
kineskoj, multicentri¢noj studiji u koju je ukljuc¢eno preko 1000 nelecenih s NA dokazano
je prisustvo YMDD mutacija kod ¢ak 23,3%. Kod vecine bolesnika se radilo o meSovitoj
wt 1 YMDD infekciji. Veéina bolesnika sa YMDD mutacijama bila je antiHBe-negativna,
te autori sugeriSu da do YMDD mutacija lakse dolazi u prisustvu pre-C mutacija. UoCena
je jasna veza izmedu YMDD mutacija i viremije: veéa od 10° kopija HBV DNK/m. Isti
autori su pokazali povezanost spontano nastalih YMDD mutacija i genotipa C,
najbrojnijeg kod ispitivane populacije (Tan i sar. 2012.). Sli¢na veza izmedu genotipa C i
YMDD mutacija kod nele¢enih bolesnika potvrdena je i u jednoj irskoj studiji, dok kod
infekcije genotipom D ove mutacije nisu dokazane (Hogan i sar. 2006.).
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Veza izmedu YMDD i genotipova B i C bila je predmet istrazivanja 1 drugih
autora, ali nije potvrdena veza izmedu YMDD mutacija nastalih tokom terapije
lamuvudnom i ova dva genotipa (Kao i sar. 2002., Yuen i sar. 2003.).

Ispitivanjem uticaja HBsSAg subtipova na pojavu rezistencije na lamivudin, doslo
se do rezultata da HBsAg subtip adw (koji korespondira da genotipom A) nosi 20-struko
veéi rizik za rezistenciju od subtipa ayw (karakteriénog za genotip D) (Zollner i sar.
2001.). HBsAg subtipovi nisu uticali na pojavu rezistencije na lamuvudin u ovoj
ispitivanoj populaciji.

Dalja istrazivanja istog autora, govore o razli¢itim stopama i profilima rezistencije
genotipova A i D. Kod genotipa D stopa mutacije rt204V bila je znacajno visa nego kod
genotipa A (81% prema 31%), mada se kod genotipa A brze razvijala. Mutacija rt180M
bila karakteristi¢na za genotip A, mada je dokazana i kod genotipa D. Druge mutacije
karakteristi¢ne za rezistenciju dokazane su samo kod genotipa D (Z6lIner i sar.2004).

S obzirom da su u Indiji prisutni genotipovi koji cirukilu$u i u nasoj sredini,
zanimljva su istrazivanja koje su sproveli indiijski autori. U jednoj indijskoj studiji
(Ismail i sar. 2013.) leceno je 147 bolesnika lamivudinom. Prose¢na duzina lecenja je bila
13 meseci (od 8 do 24 meseca). Odredivanje vrednosti HBV DNK bilo je mera uspeha
terapije. Kod bolesnika su odredivane mutacije u domenu revrezne transkriptaze
odgvorne za rezistenciju na lamivudin. Razmatrani su faktori koji su uticali na terapijski
uspeh i rezistenciju na lamivudin. Povoljan terapijski odgovor zabelezen je kod 35%, dok
je terapijski neuspeh zabelezen kod 57%, sli¢no kao u ovom istrazivanju. Na pojavu
mutacija uticali su visoka viremija i duZe leCenje. Visoka aktivnost ALT na pocetku
leCenja bila je u prediktor uspeha terapije. Genotipovi, subgenotipovi i HBsAg subtipovi
nisu bili u vezi sa uspehom terapije, ni sa pojavom rezistencijom na lamivudin, §to je u
saglasnosti sa rezultatima ovog istrazivanja (Ismail i sar. 2013.).

Kod vecine bolesnika terapija lamuvudinom dovodi do normalizacije aktivnosti
ALT posle 12 meseci terapije, uz supresiju HBV DNK. Stopa normalizacije aktivnosti
ALT 1 nedektibilne HBV DNK visa je kod infekcije genotipom B nego genotipom C. U
jednoj japanskoj studiji dokazano je visok nivo HBV DNK nezavini faktor za pojavu
YMDD mutacija. Rezultati studije su pokazali da su kod bolesnika sa genotipom C,
dominantnim u Japanu, visoka HBV DNK 1 prisustvo HBeAg faktori udruzeni sa

pojavom rezistencije (Suzuki i sar. 2003.).
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Pra¢enjem vrednosti aktivnosti serumskih transaminaza, kod bolesnika u ovom
istrazivanju tokom terapije lamivudinom, otkrivena je statisticki zna¢ajnu razliku izmedu
genotipova (48.3£32.4 kod genotipa A u odnosu na 79.78+54.8 kod genotipa D, sto je
posledica porasta aktivnosti ALT kod genotipa D u odnosu na preterapijske vrednosti).
Tokom dugotrajne terapije lamivudinom, belezi se porast aktivnosti serumskih
trasnaminaza. Biohemijski proboj, indirektno, ukazuje na prethodno nastali virusoloski
proboj usled razvoja rezistencije na ovaj NA. Rezistencija na lamivudin, definisana kroz
biohemijski i virusoloski proboj, dogodila se kod 35% nasih bolesnika, posle 2,4+0,9
godina. Prema podacima iz literature godiSnja stopa rezistencije na lamivudin je 20-25%,
dok posle trogodiSnje terapije doseze Cak 70% (Lai i sar. 2003.). I pored niZe stope
HBeAg serokonverzije, ovi rezultati su bolji u odnosu na one iz literature u pogledu stope
rezistencije. Rezistencija na lamuvudin se u ovom istrazivanju javljala nezaisvno od pola,
uzrasta, nivoa preterapijske viremije. Utvrdeno je da je na pojavu rezistencije na
lamivudin kod ispitivanih bolesnika uticao stepen fibroze. Kod onih koji su na pocetku
pra¢enja imali umerenu do tesku fibrozu, postojala je veéa verovatnoc¢a da se razvije
rezistencija na lamivudin (76,1%) u odnosu na bolesnike bez fibroze ili sa blagom
fibrozom (48,9%) (MiloSevi¢ i sar. 2013.). I rezultati drugih autora govore da je uspeh
terapije NA neizvestan kod uznapredovale bolesti jetre. U jednom istraZivanju
sprovedenom na bolesnicima sa HBeAg negativnom cirozom, nije bilo razlike u pogledu
razvoja HCC i krvarenja iz variksa izmedu leCenih NA (lamivudin, adefovir, entekavir,

telbivudin) i kontrolne grupe koja je dobijala simptomatsku terapiju (Jie i sar. 2010.).

Predmet istrazivanja je bio i uticaj genotipova na uspeh terapije adefovirom,
nakon razvoja rezistencije na lamivudin. Rezultati su bili kontradiktorni. U jednoj
multinacionalnoj studiji, kod 694 bolesnika inficiranih genotipovima A, B, C i D nije
dokazana veza izmedu uspeha lecenja i pojedinih genotipova (Westland i sar. 2003.).
Nasuprot tome, rezultati studije koju su sproveli Buti i sar. (2007.) pokazali su da su
genotip D i niska bazalna viremija bili nezavisni prediktori gubitka HBeAg.

U ispitavnoj grupi do smrtnog ishoda doslo je kod 9 (5,6%) bolesnika. Prose¢no
prezivljavanje ispitivanih bolesnika bilo je 28,4 godine i nije zavisilo od pola, uzrasta
preko 40 godina, genotipova HBV, subgenotipova i HBsSAg subtipova. Vreme

prezivljavanja nije zavisilo ni od preterapijskog nivoa viremije. Prezivljavanje je iznosilo
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26,7, 25,3 i 28,8 godina kod bolesnika sa viremijom ispod 2000, 2000-20000 i iznad
20000 IU/ml. Ni preterapijski HBeAg/antiHBe status nije uticao na duzinu
prezivljavanja. Prezivljavanje bolesnika sa progresijom u ESLD iznosilo je 25 godina, i
bilo je, oCekivano, znacajno kra¢e od prezivljavanja bolesnika bez progresije u cirzou
koji su imali verovatno¢u 100% da prezive 30 godina infekcije.

Uspeh terapije lamivudnom kod bolesnika u ovoj studiji nije zavisio od
genotipova, subgenotipova HBV i HBsAg subtipova, $to je u saglasnosti sa EASL
preporukama za le¢enje HHB.

| pored dostupnih rezultata iz drugih zemalja, svakako bi trebalo ispitati uticaj
genotipova HBV na uspeh terapije interferonom i drugim NA u populaciji ispitivanih
bolesnika sa HHB. U idealnom slucaju, kada bi odredeni genotip bio udruzen sa lo§im
terapijskim odgovorom na odredeni lek, trebalo bi leCenje zapoceti sa drugom
terapijskom opcijom ¢ime bi se postigao Zeljeni uspeh i smanjili troskovi lecenja.
Optimalnu terapiju hroni¢ne HBV infekcije treba zapoceti §to ranije, mnogo pre nego $to
se razvije unapredovala fibroza odnosno ciroza, jer tada uspeh antivirusne terapije
dramati¢no opada ili je ona kontraindikovana. DosadaSnje rezultate ispitivanja uticaja
genotipova HBV na uspeh antivirusne terapije, mozda treba uzeti sa izvesnom
rezerevom. Uticaj razli¢itih genotipova na uspeh antivirusne terapije ispitivan je samo
kod bolesnika koji su se, u najve¢em broju slucajeva, javljali lekaru onda kada su se
javile manifestacije manje ili viSe uznapredovale bolesti. Ne treba zaboraviti da u
ispitivanje uticaja genotipova na uspeh antivirusne terapije, nisu bili ukljuceni bolesnici
sa manje uznapredovalom boles¢u kod kojih bi terapija imala najviSe koristi. Na Zalost,
priroda hroni¢éne HBV infekcije je takva da izrazene tegobe bolesnika najéesce znace da

je izgubljeno dragoceno vreme za uspesno lecenje.
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6. ZAKLJUCCI

S obzirom na postavljene ciljeve istrazivanja, na osnovu dobijenih rezultata moze

se zakljuciti:

1. genotipovi A i D, subgenotipovi i HBsAg subtipovi nisu uticali na aktivnost
ALT i koncentraciju serumskih albumina kod bolesnika sa HHB tokom 12-mese¢nog

praéenja,

2. kod bolesnika sa HHB inficiranih genotipom D belezi se produZenje
protombinskog vremena tokom 12-meseénog pracenja, za razliku od inficiranih

genotipom A, kod kojih se ovaj parametar nije zna¢ajno menjao;

3. HBeAg pozitivnost je bila ¢esc¢a kod bolesnika inficiranih genotipom A (atim i
subgenotipom A2 i HBsAg subtipom adw?2), u odnosu na genotip D odnosno ostale
dokazane subgenotipove i HBsAg subtipove (60,9% prema 30,9%);

4. nivoi preterapijske HBV DNK nisu se znacajno razlikovali u zavisnosti od

genotipa, subgenotipa i HBsAg subtipova,;

5. kod HBeAg pozitivnih bolesnika potvrdena je visa viremija u odnosu na
HBeAg-/antiHBe+ i HBeAg-/antiHBe- bolesnike (4,24 log10 1U/ml u odnosu na 2,67 i
2,69 log10 IU/ml);

6. kod bolesnika sa hroni¢nim hepatitisom B inficiranih genotipom D, dokazana
je brzu progresiju bolesti U cirozu jetre, nego kod bolesnika inficiranih genotipom A

(15,1+8,4 u odnosu na 23,2+3,4 godine);

7. uspeh terapije lamivudinom, definisan kroz stabilnu imunsku kontrolu, nije

zavisio od genotipova, subgenotipova i HBsAg subtipova;
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8. teska fibroza 1 ciroza jetre bili su negativni prediktivni faktori za uspesnost
leCenja lamivudinom, definisanu kroz stabilnu imunsku kontrolu, kod bolesnika sa

hroni¢nom hepatitis B virusnom infekcijom;
9. kod bolesnika sa hroni¢nim hepatitisom B, bez fibroze i sa lakom fibrozom
verovatnoc¢a razvoja rezistencije na lamivudin je niza (48,9%) u odnosu na bolesnike sa

teSkom fibrozom i cirozom jetre (76,1%);

10. prezivljavanje bolesnika sa hroniénom HBYV infekcijom nije zavisilo od pola,

uzasta, HBV genotipova, subgenotipova i HBsAg subtipova.
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SPISAK SKRACENICA

HBV
HHB
HCC
HBsAg
HBCcAg
HBeAg
antiHBe

cccDNK

ELISA

PCR

NI

hepatitis B virus

hronicni hepatits B

hepatocelularni karcinom

hepatitis B s (povrsinski) antigen
hepatitis B ¢ antigen (eng. core jezgro)
hepatitis B antigen

antitela na hepatitis B e antigena

cirkularna kovalentno spojena DNK
(eng. circular covalently closed DNA)

enzimoimuno test
(enl. Enzime-linked immunosorbent assay)

reakcija lancanog umnozavanja
(eng. polymerase chain reaction)

nukleot(z)idni analozi
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