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STRESZCZENIE

CEL. Celem badania byto oszacowanie czgstosci wystgpowania wariantow wirusa zapalenia watroby typu C
(HCV) niosacych mutacje warunkujace obnizenie wrazliwosci na inhibitory proteazy (Boceprevir/Telaprevir)
wsrdd pacjentdow nieleczonych, zakazonych HCV genotypem 1.

MATERIAL I METODA. Zastosowano metode sekwencjonowania populacyjnego, z interpretacja wynikow
wstepnych dostepnym w Internecie algorytmem geno2pheno. Przebadano 91 probek surowicy uzyskanych od
pacjentow Przychodni Chorob Zakaznych i Pasozytniczych Wojewddzkiego Szpitala Zakaznego w Warszawie,
zakazonych HCV genotypem 1.

WYNIKI. Sekwencjonowanie regionu NS3 kodujacego proteaze bylo skuteczne w 85 z 91 probek. Siedemdzie-
siat trzy (85,9%) z 85 surowic zawieraty szczep dziki HCV; w 12 (14,1%) probkach wykryto mutacje zwigzane
z kliniczne obserwowang obnizong wrazliwos$cia na Boceprevir/Telaprevir.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI. Uzyskane wyniki udowadniaja obecnos¢ szczepéw HCV niosacych mutacje
zwigzane z opornoscia na inhibitory proteazy wsrdod polskich pacjentow, uprzednio nie leczonych. Mutanty HCV
oporne na te leki wykryto w 14,1% probek.

Wskazane sa dalsze obserwacje oceniajace oddziatywanie istniejacych lub pojawiajacych sie mutacji HCV
warunkujacych opornos¢ na terapie trojlekowa u pacjentow.

Stowa kluczowe: HCV, boceprevir, telaprevir, mutanty lekooporne

WSTEP

Przewlekte zapalenie watroby typu C jest jednym
z glownych probleméw zdrowia publicznego na catym
swiecie. Wedtug szacunkow WHO, ponad 170 min ludzi
jest zakazonych wirusem zapalenia watroby typu C
(HCV), a kazdego roku przybywa 3 mln nowo zakaza-
nych osob (1). Samoistne wyleczenie ostrego zapalenia
watroby wywotanego przez HCV jest rzadkie i zalezy
zaréwno od cech gospodarza jak, i wirusa, u okoto 70%
pacjentow infekcja przechodzi w stan przewlekty (2).
Nieleczona infekcja HCV moze prowadzi¢ do przewle-
ktej choroby watroby, marskosci lub raka watrobowo-

komoérkowego 1 jest gtowng przyczyna transplantacji
watroby (3). Do roku 2011 standardowy schemat terapii
opierat si¢ na leczeniu skojarzonym pegylowanym in-
terferonem o (Peg-IFN- o) i rybawiryna (RBV); dtugos¢
leczenia wynosita od 16 do 72 tygodni w zaleznosci od
genotypu wirusa, poczatkowej wiremii, szybkiej (RVR)
i wezesnej odpowiedzi wirusowej (ERV) (4). Tylko
okoto 50% pacjentow zakazonych HCV genotypem 1
lub 4 osiggato trwatg odpowiedz wirusowa (SVR), za$
w przypadku genotypow 2 13 odsetek ten wynosit 85%.
Ponadto, leczenie Peg-IFN-a i RBV powoduje liczne
niekorzystne efekty uboczne: goraczke, niedokrwistos¢
czy depresj¢ (5). Kliniczne obserwacje potaczone z do-
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swiadczeniem uzyskanym w czasie leczenia zakazenia
HIV pozwolity na zaprojektowanie nowych klas lekow
przeciw HCV.

W 2011 r. nowe leki z klasy inhibitorow NS3/4A
proteazy (PIs) — boceprewir (BOC) i telaprewir (TPV)
- zostaly zatwierdzone przez Urzad ds. Zywnosci
i Lekow (FDA), a niedtugo potem przez Europejska
Agencje ds. Lekow, do leczenia pacjentow zakazonych
HCV genotypem 1. Wyniki badan klinicznych udo-
wodnity, ze dodanie BOC lub TPV do standardowego
schematu terapii zwigksza odsetek SVR do ok. 70%
wsrdd pacjentdw uprzednio nieleczonych, zakazo-
nych HCV genotypem 1 (6, 7). Stosowanie réoznych
lekow przeciwwirusowych jest konieczne ze wzgledu
na szybka selekcj¢ wariantow opornych na inhibitory
proteazy podczas monoterapii (8). Analiza genomu
HCV ujawnila, Zze szczepy niosace mutacje zwigzane
z obnizong wrazliwo$cia na inhibitory proteazy sa
obecne jako warianty mniejszosciowe, obecne przed
rozpoczgciem leczenia, a nie powstaja de novo podczas
replikacji w czasie leczenia (9, 10). Wysoka réznorod-
no$¢ genetyczna HCV moze prowadzi¢ do wytonienia
si¢ pierwotnych lub pojawiajacych si¢ w trakcie leczenia
mutacji warunkujacych opornos¢. Ponadto, wysokie
tempo replikacji HCV i brak zdolnosci korekcyjnej
wirusowej RNA-zaleznej polimerazy RNA powoduje
nagromadzenie si¢ roznych subpopulacji wirusa, tzw.
quasispecies, w zakazonym organizmie (11).

Dotychczas zidentyfikowano kilkanascie mutacji
w regionach NS3 1 NS4 majacych wptyw na wrazliwos¢
HCV na TPV /lub BOC. Najistotniejsze klinicznie sg
mutacjeV36A, T54A, R155K 1 A156V/S, warunkujgce
wysoka oporno$¢ HCV na zatwierdzone lub testowane
inhibitory proteazy (12). Obecnos$¢ zmian genetycznych
zwigzanych z lekooporno$cig moze ograniczac¢ stosowa-
nie pierwszych zatwierdzonych inhibitorow proteazy.

Celem tego badania byto okreslenie czgstosci wy-
stepowania w Polsce pierwotnej opornosci na inhibitory
proteazy posrdd pacjentéw zakazonych HCV genoty-
pem 1 uprzednio nieleczonych.

MATERIAL I METODY

Zbadano 91 probek surowic uzyskanych od pacjen-
tow z przewlektym wzw C, bedacych pod opiekg Porad-
ni Chorob Zakaznych i Pasozytniczych Wojewddzkiego
Szpitala Zakaznego w Warszawie. Pacjenci pochodza
z roznych regionow Polski, ich $redni wiek wynosit 48
(od 14 do 72) lat, 51 (56%) z nich to kobiety. Pacjenci
wlaczeni do badania byli zakazeni HCV genotypem
1; w 100% subtyp 1b. Sredni poziom wiremii wynosit
5,62 log IU/ml (0d 2,62 do 6,99 log IU/ml). Zaden z pa-
cjentow nigdy nie byt poddany leczeniu Peg-IFN+RBYV,
bez lub z inhibitorami proteazy. Warto$¢ wiremii HCV

byta oznaczana przy uzyciu automatycznego systemu
m2000sp/m2000rt (Abbott Molecular, IL, USA) i testu
RealTime HCV (Abbott Molecular, IL, USA); jego limit
wykrywalno$ci (LOD) wynosi 1,08 log [U/ml, a gorny
limit policzalnos$ci — 8,00 log [U/ml.

Genotyp HCV zostat oznaczony przy uzyciu ze-
stawu Versant HCV Genotype LiPa Assay (Siemens,
Niemcy). RNA HCV zostal wyizolowany z surowicy
przy wykorzystaniu kolumn wirowniczych (High Pure
Viral Nucleic Acid Kit, Roche, Szwajcaria). RT-PCR
przeprowadzono w cyklerze cieplnym 2720 Thermal
Cycler (Life Technologies, NY, USA) wedlug naste-
pujacego profilu termicznego: odwrotna transkrypcja
w 52°C przez 30 min, denaturacja w 94°C przez 2 min,
nastepnie 40 cykli: 94°C przez 15 sek., 55°C 30 sek.
168°C przez 90 sek.; koncowa elongacja - 5 min w 68°C.
Amplifikacja i sekwencjonowanie regionu NS3 HCV
zostaly wykonane z wykorzystaniem primeréw oligo-
nukleotydowych zsyntetyzowanych wedtug Bartels DJ
iwsp. (9). Primery te umozliwity powielenie fragmentu
regionu NS3A o dtugosci 890 par zasad; ilo§¢ produktu
PCR byta analizowana elektroforetycznie w zelu agaro-
zowym. Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono
w nastepujacych warunkach: 25 cykli w 96°C przez 10
sek., 50°C przez 5 sek. i 60°C przez 55 sek. Sekwen-
cjonowanie wykonano z uzyciem 3100-Avant Genetic
Analyzer (Life Technologies, NY, USA); uzyskane
sekwencje przeanalizowano programem SeqScape
v.2,7 (Life Technologies, NY, USA). Ostatecznie, do
interpretacji wynikéw postuzyt algorytm geno2pheno
(najnowsza dostgpna wersja w czasie analizy), wartos¢
odcigcia parametru krotnos$ci zmiany ustawiono na 2,0.

WYNIKI

Sekwencjonowanie populacyjne regionu NS3
kodujacego domene katalityczng proteazy bylo uda-
ne w 85 na 91 probek. W 6 probkach nie uzyskano
produktu amplifikacji lub uzyskane sekwencje byty
niskiej jakosci. Siedemdziesiat trzy probki (85,9%) z 85
zawieraly szczep dziki wirusa, zadne mutacje warun-
kujace opornos¢ nie zostaty wykryte wedhug algorytmu
geno2pheno. W 12 (14,1%) probkach wykryto mutacje
zwigzane z klinicznie obserwowang obnizong wrazli-
woscig na inhibitory proteazy. Pie¢ (5,88%) sposrod
tych mutantow posiadato zmiang D168E, 2 (2,35%)
szczepy - A87T, obie odpowiedzialne za opornos$¢ na
BOC; kolejne 2 (2,35%) - mutacje T54S warunkuja-
ca mozliwg oporno$¢ na TPV. W pozostatych trzech
izolatach wykryto: mutacje R117H (2 izolaty-2,35%)
oraz V55A (1 izolat- 1,17%). Warunkujg one obnizong
wrazliwo$¢ na oba inhibitory proteazy. Zaden z wy-
krytych wariantow nie nidst wigcej niz jednej mutacji
zwigzanej z lekoopornoscia.
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DYSKUSJA

Rozwo6j nowych lekow przeciwwirusowych dzia-
lajacych bezposrednio na cykl zyciowy patogenow
wirusowych jest wielkim osiggnigciem przemyshu
farmaceutycznego. Wprowadzenie nowych zwigzkow
umozliwito skuteczng kontrolg replikacji klinicznie
istotnych wirusow przenoszonych droga krwi — HIV,
HBY, a obecnie takze HCV. Szybko po wprowadzeniu
tych lekow, podobnie jak w zakazeniach bakteryjnych,
rozpoznano nowy problem — tworzenie, selekcje i trans-
misje wirusowych wariantéw genetycznych z obnizona
wrazliwo$cia lub opornoscia na leki. Zastosowanie
inhibitoréw proteazy w leczeniu przewlektego wzw
C zwigksza odsetek pacjentow z SVR. Istnieje jednak
ryzyko niepowodzenia terapii, spowodowane obec-
noscig transmitowanych lub powstajacych de novo
lekoopornych wariantow genetycznych HCV. Celem
tego badania byto okreslenie czgstoSci wystepowania
w Polsce pierwotnej oporno$ci na inhibitory proteazy
posrod pacjentéw uprzednio nieleczonych zakazonych
HCV genotypem 1 .

Przedstawione wyniki dokumentuja obecnos¢
szczepow HCV, niosgcych mutacje zwigzane z leko-
opornos$cig, wsrod polskich pacjentoéw uprzednio nie-
leczonych. Czesto$¢ wystgpowania lekoopornych wa-
riantow HCV w badanej grupie wynosi 14,1%. Liczba
zbadanych probek i obecno$¢ pacjentdow z réznych
regionéw Polski pozwala traktowa¢ uzyskane wyniki
jako reprezentatywna probe.

Czestos¢ wystgpowania wariantow genetycznych
z obnizong wrazliwoscia lub opornoscia na inhibitory
proteazy jest podobna do przedstawionej w badaniu
Vicenti i wsp. (13). Inne badania wykazuja nizszy od-
setek lekoopornych szczepéw HCV (10). Rozbieznosci
te moga by¢ wynikiem réznic w badanych grupach
pacjentow —liczba pacjentow, czasem trwania infekcji,
przenoszeniem szczepow lekoopornych, potozeniem
geograficznym.

Wysoka czesto$¢ wystepowania szczepow HCV
naturalnie opornych na leki jest czynnikiem ryzyka
niepowodzenia wirusowego (brak obnizenia wiremii
W czasie terapii) w czasie przysziego leczenia. Zalecane
schematy leczenia przeciwwirusowego, zawierajace
BOC lub TPV, sugeruja uzycie inhibitoréw proteazy
przez krotki czas — taki rygor postepowania zapobiega
kumulowaniu mutacji.

Potrzeba rutynowego oznaczania lekoopornosci
HCV jest ciggle dyskutowana. Gtownym powodem tego
sg sprzeczne doniesienia o znaczeniu klinicznym muta-
cji warunkujacych lekoopornos¢ oraz fakt, ze materiat
genetyczny HCV nie jest archiwizowany w zakazonych
komorkach, inaczej, niz w przypadku HBV czy HIV.
Taka sytuacja umozliwia ponowne leczenie pacjentéw
z niepowodzeniem wirusowym tym samym zestawem
lekow, gdy szczepy oporne zostang zastapione przez
populacje wrazliwa. Testowanie lekooporno$ci moze
by¢ przydatne u niektorych grup pacjentéw np. nieodpo-
wiadajacych na leczenie (non-responders), z nawrotem
wiremii po leczeniu (relapsers) czy tez z niekorzystnym
polimorfizmem IL-28b, co zostato uwzglgdnione przez
grupe ekspertow z forum HCV DRAG (HCV Drug
Development Advisory Group) w zaleceniach dotycza-
cych r6éznych aspektow monitorowania lekoopornosci
HCV (14).

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Wyniki przeprowadzonych badan udowadniajg
obecnos¢ szczepow HCV niosgcych mutacje zwia-
zane z lekooporno$cia wsrdd polskich pacjentow
uprzednio nieleczonych.

Mutanty HCV oporne na BOC i TPV wykryto w 14%
badanych probek.

2. Obecnie, z powodu braku wystarczajacych infor-
macji, dalsze i nieprzerwane obserwacje sa nie-
zbedne, by oceni¢ oddziatywanie istniejacych lub
pojawiajacych si¢ mutacji warunkujacych opornosé
na wynik kliniczny u pacjentow poddanych terapii
trojlekowe;.
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