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STRESZCZENIE

U okoto 350 milionéw oséb rozpoznawane jest przewleklte zapalenie watroby zwiazane z zakazeniem HBV.
Glownym celem leczenia tych chorych jest trwata eliminacja wirusa, a jesli jest to niemozliwe - zahamowanie
replikacji HBV. Lamiwudyna (LMV) jest najczgsciej stosowanym analogiem nukleozydowym. Jej stosowanie
szybko prowadzi do selekcji mutantow HBV zaleznych od zmian punktowych w genie polimerazy.

Cel pracy. W badaniu oceniono czestos¢ i rodzaj mutacji w genie polimerazy HBV w trakcie terapii LM'V. Okre-
$lono czas, w ktérym dochodzi do mutacji punktowych. Poréwnano rodzaj mutacji wérod chorych HBeAg (+)
jak i HBeAg (-).

Material i metody. Badania przeprowadzono wsrdd 175 chorych przewlekle zakazonych HBV, leczonych LMV.
Obecnos$¢ antygenow HBs, HBe i przeciwciat anty-HBe wykrywano metoda mikro - enzymoimmunologiczna
(MEIA), (ABBOTT). llos¢ HBV-DNA okreslano metoda RT-PCR za pomoca odczynnikow ,,GenElute Mammalian
Genomic DNA Kit” (Sigma). Mutacje genu polimerazy HBV oznaczono stosujac reakcje PCR z zastosowaniem
specyficznym primerow, a nastepnie wykonywano bezposrednie sekwencjonowanie (Applied Biosystems). U 138
chorych wykonano biopsje watroby. Stan morfologiczny watroby okreslano zgodnie z klasyfikacja Scheuer’a.
Wyniki Srednia wiremia wéréd badanych chorych HBeAg (+) przed leczeniem byta poréwnywalna do wiremii
wsrod chorych HBeAg (-) (3,8 x 108 [U/ml vs. 1,4 x 10® TU/ml).

Mutacje wykryto u 96 chorych. Po 5 latach leczenia czesto$¢ mutacji wsroéd chorych HBeAg (+) wynosita 51,9%,
aHBeAg (-) 56,1%. Do mutacji najcz¢$ciej dochodzito w miejscach 204, 202, 1801 169. Leczenie LAM wptywa
na selekcje mutantow HBV w pozycji 180, a nastgpnie w pozycji 204 genu polimerazy HBV u 81% chorych
HBeAg (+) po 25 miesiacach i po 35 miesiacach u 77% chorych HBeAg (-).

Whioski. Po 2 latach leczenia LAM chorych HBeAg (+) i po 3 latach terapii chorych HBeAg (-) dochodzi do
selekcji punktowej mutantow HBV w pozycji 180 1 204 genu polimerazy HBV. Mutacje te zmniejszaja aktywnos¢
przeciwwirusowa leku i wptywaja na oporno$¢ krzyzowa z entekawirem (ETV).

Stowa kluczowe: HBV, leczenie lamiwudyng, mutacje genu polimerazy HBV

Aktualnie w leczeniu zakazonych HBV zastosowanie

WSTEP

Okoto dwoch bilionéw 0sob na $wiecie jest zaka-
zonych HBYV, z czego u blisko 350 miliondw rozpo-
znawane jest przewlekte zapalenie watroby typu B (1).
Podstawowym celem leczenia przeciwwirusowego tych
chorych jest trwata eliminacja wirusa. Jednak nawet
zahamowanie replikacji HBV bez trwatej eliminacji
wirusa, powoduje zmniejszenie prawdopodobienstwa
rozwoju marskosci watroby oraz raka pierwotnego
watroby (HCC). Uzasadnia to stosowanie kazdej te-
rapii przeciwwirusowej hamujacej replikacje HBV.

majg interferon pegylowany alfa (Peg-IFN) oraz analogi
nukleoty(-zy)dowe (AN). Wprawdzie Peg-IFN stwarza
najwicksze szanse na pelng eliminacje HBV, jednak
terapia tg cytoking jest inwazyjna, a do eliminacji
wirusa dochodzi tylko u okoto 15% pacjentow, przy
czym u wigkszos$ci z nich dopiero w trakcie wieloletniej
obserwacji po zakonczeniu leczenia (2). AN skutecznie
hamuja replikacje HBV, a lamiwudyna (LMV) jest naj-
dtuzej stosowanym z tej grupy lekiem. Jednak jej staba
aktywno$¢ przeciwwirusowa i niska bariera genetyczna
stwarzaja zagrozenie szybkiej selekcji HBV opornych
mutantow (3).
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Jedne z pierwszych opisanych naturalnych mutacji
w genomie HBV dotyczyly zmian w obrgbie regionu
preC/C. Mutanty takie sa niezdolne do syntezy HBeAg.
Wystepowanie tego typu mutacji koreluje zwlaszcza
z genotypem D i B HBV (4). Innym typem mutacji sg
zmiany w regionie preS/S genomu HBV. Tego typu
mutanty wykazuja odmienng budowe HBsAg co kli-
nicznie moze wyrazac si¢ nieskuteczno$cig profilaktyki
czynnej 1 biernej zakazen HBV (5). Ponadto mutacje
takie powoduja zmniejszenie ekspresji HBeAg na
powierzchni komorek, ostabiajac skuteczno$¢ immu-
nologicznych mechanizmoéw eliminujacych zakaze-
nie. Mutacje w rejonie X genomu HBV powoduja
zazwyczaj utrate zdolnos$ci wirusa do syntezy HBeAg
i/lub HBsAg (6). Mutacje te wptywaja na zmiang
budowy biatka HBx, ktére po zmutowaniu wykazuje
cechy pro-proliferacyjne i antyapoptyczne. Tego typu
zmiany zwigkszaja prawdopodobienstwo powstania
raka pierwotnego watroby (HCC) (7).

Oporno$¢ na AN kodowana jest w réznych dome-
nach genu polimerazy HBV. Mutacje bedace skutkiem
btedow w genie kodujagcym polimeraze HBV obserwo-
wane s3 w wirusach ulegajacych selekcji najczesciej
w trakcie terapii AN. Sposréd AN uzywanych w lecze-
niu chorych przewlekle zakazonych HBV najwyzsza
aktywno$¢ przeciwwirusowg wykazuja entekawir
(ETV) i tenofowir (TDF), w przeciwienstwie do LMV,
telbiwudyny (LdT) oraz adefowiru (ADV). To wtasnie
stosowanie lekow o niskiej aktywnosci przeciwwiru-
sowej przyczynia si¢ do szybkiej selekcji mutantow
HBWV. Leki te hamuja replikacje postaci ,,dzikiej” HBV,
ale suboptymalna supresja replikacji HBV pozwala na
nabywanie substytucji pierwotnych i oraz namnazanie
si¢ wirusow opornych na dany lek. Terapia LMV, ktora
otrzymywato w Polsce najwigcej chorych zakazonych
HBY, czesto przyczynia si¢ do wystepowania tego typu
sytuacji i dotyczy najczesciej zmian w pozycji 204 genu
kodujacego polimeraze HBV. Zmiana aminokwasow
W tej pozycji jest wystarczajaca do wytworzenia cze-
sciowej opornosci na LMV. Nieco rzadziej obserwo-
wana jest selekcja mutantow ze zmianami w pozycjach
180, 173 1 80 genu polimerazy. Zmiany w pozycji
204 i/lub 180 oraz dodatkowe pojawienie si¢ mutacji
w pozycji 202, 169, 184, 250 skutkuja opornoscig nie
tylko na LMYV, ale rowniez na entekawir (ETV) (8).
Wprawdzie powstajagce mutanty charakteryzuja si¢
mniejszg dynamikg replikacji w porownaniu do typu
,dzikiego”, jednak systematyczny wzrost ich liczby
prowadzi do catkowitego wyparcia typu ,,dzikiego”
wirusa. Mutant wykazujacy odmienne cechy wplywa
na zaostrzenie procesu chorobowego, jak i zwigkszenie
ryzyka rozwoju zmian nowotworowych (9, 10).

Cel pracy. Badania przeprowadzono celem oce-
ny czestosci i rodzaju wystepowania mutantow HBV
w trakcie terapii LM V. Okres$lono rodzaj wystepujacych

mutacji oraz czas w ktorym dochodzi do mutacji punk-
towych wérod chorych HBeAg(+) i HBeAg(-).

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono wsrdd 175 chorych (48
kobiet i 127 mezczyzn w wieku $rednio 44 lat, od 18
do 77 lat), (52 HBeAg (+) i 123 HBeAg (-) z rozpo-
znanym przewlekltym wirusowym zapaleniem watroby
typu B. Wszyscy pacjenci byli leczeni LMV do czasu
pojawienia si¢ mutanta HBV opornego na terapig.
Przed aktualna terapia LMV, pacjenci nie byli leczeni
AN. U 138 chorych (61 HBeAg (+) i 77 HBeAg (-))
w okresie kwalifikacji do leczenia przeciwwirusowego
wykonano biopsje watroby. Stan morfologiczny watro-
by okreslano zgodnie z klasyfikacja Scheuer’a' (11).

Obecnos¢ w surowicy antygenéw HBs, HBe, prze-
ciwcial anty-HBe wykrywano metodg mikro - enzy-
moimmunologiczng (MEIA), uzywajac testow firmy
ABBOTT (Niemcy).

Obecnos¢ i ilos¢ HBV-DNA okreslano izolujac
wirusowy DNA za pomocg zestawu odczynnikow
,»GenElute Mammalian Genomic DNA Kit” firmy
»Sigma”. DNA poddawano wielokrotnej amplifikacji,
anastepnie oznaczano na drodze elektroforezy w 2,0%
zelu agarozowym po zabarwieniu bromkiem etydyny.
Elektroforegramy wizualizowano w systemie doku-
mentacji i komputerowej analizy obrazu UVI-KS400i
/Image PC firmy ,,Syngen Biotech”.

DNA z probek osocza izolowano przy uzyciu
automatycznej magnetycznej metody ekstrakcji. Po-
czatkowo, 500 ml osocza inkubowano z proteinazg K
w temperaturze 56°C przez 2 godziny celem wytrawie-
nia biatek. Nastepnie ekstrahowano kwasy nukleinowe
z lizatu pozbawionego biatka automatyczng metoda
magnetyczng EasyMag (bioMerieux, Francja) zgodnie
z protokotem badania. Otrzymywano 25 ml roztworu
zawierajacego DNA.

Stosowano standardowg reakcje tfancuchowg poli-
merazy do amplifikacji genu polimerazy HBV. Wyko-
rzystywano primery zgodne z opisanymi przez Allen
iwsp. (12) 5’-aga ctc gtg gtg gac ttc tct-3°, SRC 5°- caa
aag aaa att ggt aac agc ggt a-3’. W przypadku niskiej
wydajnosci amplifikacji, reakcje PCR przeprowadzano
ze starterami 377 5’-gga tgt gtc tge gge gtt t-3°, 840
5’-acc cca tet ttt tgt ttt gtt agg-3’. Bezposrednie sekwen-
cjonowanie produktu PCR przeprowadzano stosujac
BigDye Terminator Sequencing Kit (V.3.1) 3500 i ABI
PRISM Sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Uzyskane sekwencje zostaly porownane z dany-

1 Stan morfologiczny bioptatow watroby ocenit Prof. dr hab.
A Panasiuk w Klinice Chor6b Zakaznych i Hepatologii Uni-
wersytetu Medycznego w Biatymstoku
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mi zgromadzonymi w bazie danych NCBI GenBank
stosujac aplikacje NCBI BLAST.

Nie wykonywano u wszystkich pacjentow okresle-
nia genotypu, poniewaz w Polsce u 86.6% zakazonych
HBYV wystepuje genotyp A (13).

Wszyscy chorzy wyrazili zgode na uczestnictwo
w badaniu zgodnie z protokolem zaakceptowanym
przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku.

Analizg statystyczng przeprowadzono wykorzy-
stujac program Statistica software, wersja 10.0, testy
U Mann — Whitney i Chi — square; znamienno$¢ staty-
styczng przyjeto w przypadkach p<0,05.

WYNIKI

U wszystkich pacjentow aktywnos¢ ALT kontro-
lowano co 3 miesiace, a stgzenie HBV-DNA co 6 — 12
miesiecy. U pacjenta w przypadku wzrostu aktywnosci
ALT okreslano wiremi¢ i mutacje HBV. Najwyzsza
aktywno$¢ ALT wsrod leczonych pacjentow nie prze-
kraczala 3 krotnie normy. U zadnego pacjenta nie
stwierdzono w czasie leczenia gwattownego, znacznego
wzrostu ALT. Srednia aktywno$¢ ALT (+SE) podczas
rozpoczgcia terapii wynosita 142+62 IU/ml, a w okresie
wystapienia mutacji wirusa 52+24 1U/ml.

Srednia wiremia wéréd badanych chorych HBeAg
(+) przed leczeniem wynosita 4,24 + 2,32 x10% IU/ml
i byla porownywalna do wiremii wsrod chorych HBeAg
(-) 1,26 £ 0,66 x10® TU/ml. Nie stwierdzono wptywu
wysokosci poczatkowej wiremii na czesto$¢ i czas po-
wstawania mutacji (tab.l). Wiremia w okresie mutacji
wérod chorych HBeAg (+) wynosita 1,21 + 0,42 x10®
IU/ml ($rednia), a wsérdd chorych HBeAg (-) 2,38 +
1,36 x107 IU/ml ($rednia).

Mutacje wykryto u 96 chorych (29 kobiet i 67
mezczyzn), 27 pacjentow z antygenem HBe oraz 69
HBeAg(-). Nie stwierdzono znamiennych statycznie
roéznic czgstosci wystepowania mutacji w zaleznosci
od obecnosci HBeAg lub jego nieobecnosci (51,9%
v. 56,1%). W grupie chorych z antygenem HBe naj-
czesdciej mutacje obserwowano w pierwszych dwoch
latach leczenia. W kolejnych latach terapii obserwo-
wano zmniejszenie czg¢sto$ci mutacji. Wsrod chorych
HBeAg(-) najczesciej do mutacji dochodzito w 2 roku
leczenia, w pozostatych latach terapii wystgpowanie
mutacji byto porownywalne (ryc.1).

Wsrdd chorych, u ktérych stwierdzono mutacje
genu polimerazy, biopsj¢ watroby wykonano u 24 pa-
cjentow z antygenem HBe oraz u 53 bez HBeAg. Nie
stwierdzono istotnych réznic wiremii w zaleznosci od
nasilenia stanu zapalnego oraz wtoknienia (tab.II). Do
selekcji mutantow HBV dochodzito szybciej wsrod
chorych z mniejszym wldknieniem oraz mniej nasilo-

nym odczynem zapalnym, jakkolwiek roznice nie byty
znamienne statystycznie (ryc.2).

W zalezno$ci od miejsca zmiany analogu nukle-
ozydowego rozpoznano 14 rodzajow mutacji, ktore
wystapily w przebiegu leczenia LMV i doprowadzity
do koniecznosci zmiany leczenia. Do mutacji najcze-
sciej dochodzito w pozycjach 204, 202, 180 i 169.
Czas terapii LMV, w ktérym dochodzito do mutacji byt
rézny w zaleznosci od obecnosci HBe lub przeciwciat
anty-HBe (tab.III). Najszybciej wystepowata mutacja
punktowa w pozycji 204, srednio w 25 +4,1 miesigcu
terapii chorych z antygenem HBe (81% chorych) oraz
w 35 £3,6 miesigcu wsrdd chorych z HBeAg(-) (71%
chorych). Po nastgpnych 3 miesigcach wérdd chorych
HBeAg(+) i po 1 miesigcu u chorych HBeAg(-) do-
chodzito do kolejnej mutacji w pozycji 180 (tab.IV).

DYSKUSJA

Podstawowym celem terapii przeciwwirusowej
jest eliminacja HBV, a w przypadku niemoznosci -
zahamowanie jego replikacji pozwalajace na ograni-
czenie progresji choroby. W przebiegu terapii LMV
szybko dochodzi do selekcji mutantoéw opornych na
ten lek. W badaniach wiasnych, po 3 latach terapii
LMV obecnos¢ mutantow HBV stwierdzano u 31%
chorych HBeAg (+) i 26% HBeAg (-), a po 5 latach
odpowiednio u 52 i 56% chorych. Wyjsciowa wiremia
wsrdd chorych HBeAg(+) i HBeAg(-) byta porowny-
walna, co prawdopodobnie ttumaczy poréwnywalng
czesto$¢ wystepowania mutacji w badanych grupach
chorych. Wyniki badan wtasnych wskazujg na rzadsze
wystepowanie mutacji HBV w poréwnaniu do danych
przedstawianych przez innych autor6w, a dochodzacych
nawet do 80% w 5 roku leczenia LMV (14). Wynika to
z zalezno$ci wystepowania mutacji od genotypu HBV,
poziomu wiremii, czynnikow zewnetrznych, choréb
wspotistniejacych, dodatkowo przyjmowanych lekow,
jak rowniez zachowan kulturowych. Trudno jest okre-
sli¢, ktory z tych czynnikow jest najwazniejszy. Akuta
1 wsp. wykazali wigkszy wptyw geograficznego miejsca
zamieszkania pacjentdw na zmienng czesto$¢ wyste-
powania mutacji niz genotypu HBV (A, B, C) (15).
Ponadto, obserwowano znaczng zmiennos$¢ czestosci
wystepowania mutacji w zaleznosci od obecnosci HBe-
Ag lub anty-HBe, w przypadku zakazenia tym samym
genotypem (genotyp C) (15). Rowniez w badaniach
wlasnych stwierdzono szybsza selekcje mutantow HBV
w grupie chorych z obecnym antygenem HBe.

Mutacje w przebiegu zakazenia HBV wystepuja
z czestoscig Srednio 1 na 10° skopiowanych zasad w ge-
nie polimerazy przy $redniej replikacji wirusow okoto
10" kopii/dobg (14). Terapia AN wykazujacymi stabe
dziatanie przeciwwirusowe sprzyja selekcji mutantow
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HBYV, szczegodlnie w przypadku wysokiej wiremii (16).
Jednak w badaniach wtasnych nie stwierdzono korelacji
pomiegdzy czegstoscig wystepowania mutacji, a wiremig.

Preiss 1 wsp. nie wykazali réznic wiremii HBV
w odniesieniu do nasilenia wldknienia. W badaniach
wtlasnych, réwniez nie stwierdzano réznic wiremii
w odniesieniu do stanu zapalnego i wtdknienia, ale
stwierdzano szybsze (ale bez statystycznej znamien-
nosci) wystepowanie mutacji HBV wsréd chorych
z mniejszym wildknieniem i mniej zaawansowanym
stanem zapalnym (17).

W badaniach wtasnych najwczesniej, Srednio w 25
miesigcu leczenia chorych z antygenem HBe i 35 mie-
sigcu w odniesieniu do pacjentdw bez antygenu HBe,
obserwowano wystgpienie mutacji punktowej w pozy-
cji 204 poprzez zamian¢ jednego ze znajdujacych si¢
tam aminokwasow, metioniny, waliny lub izoleucyny.
Obserwacje innych autoréw potwierdzaja, ze tego typu
mutacje wystepuja najwczesniej w trakcie terapii AN
(18, 19). Pojawiajaca si¢ mutacja w pozycji 204 jest
wystarczajaca do zmniejszenia bariery genetycznej
LAM (liczba mutacji prowadzacych do utraty lub
znaczgcego obnizenia aktywnosci przeciwwirusowej
leku). Mutacja w pozycji 204 powoduje zmniejszenie
aktywnos$ci LMV, jakkolwiek lek ten nadal czesciowo
dziata przeciwwirusowo (20). Jednak mutacja ta jest
krzyzowa w odniesieniu do ETV. Jest to szczegdlnie
niekorzystne, poniewaz wystgpienie kolejnej mutacji
punktowej w przebiegu terapii LAM i catkowita utrata
aktywnosci przeciwwirusowej przez ten lek znacznie
utrudnia mozliwoS$ci zmiany terapii uwzgledniajac juz
wystepujaca, czesciowa opornos¢ na ETV. Hige 1 wsp.
(21) zwracaja uwagg na konieczno$¢ $cislego monitoro-
wanie pacjentéw leczonych LMV z mutacja w pozycji
204 celem nie przeoczenia pojawienia si¢ mutacji w po-
zycji 180. Wystapienie tej mutacji daje petng opornosé
krzyzowa z ETV (21). W przeciwienstwie do LMV
leczenie ADV i TDF nie powoduje selekcji mutantow
krzyzowo opornych do innych analogéw. Przestawienie
na ADV u pacjentow LMV odpornych nie jest najlep-
szym wyborem, poniewaz ADV nie wykazuje wysokiej
aktywnos$ci przeciwwirusowej. Leczenie skojarzone
LMV iADV moze zapewni¢ wyzszg skuteczno$¢ i moze
zwickszy¢ barierg genetyczng w stosunku do LMYV,
ale niestety ADV moze powodowacé niebezpieczne
uszkodzenia nerek (22). Rozw6j mutacji w pozycji

194 w trakcie leczenia TDF wykazano tylko u pacjen-
tow zakazonych HIV. Nie opisano tego typu mutacji
u chorych z monoinfekcja HBV (23). TDF wydaje si¢
by¢ najlepszym rozwigzaniem w leczeniu pacjentoéw
z opornos$ciag na LMV.

Interesujace wydaje si¢ to, ze mutacje w pozycji
202, 1841173 prawdopodobnie nie powoduja opornosci
na LMV. Jakkolwiek w badaniu wlasnym ujawniono ta-
kie mutacj jako jedyne. Mozliwe, ze u takich pacjentow
dochodzi nie do mutacji typu substytucji aminokwasow,
ale zdegenerowania genetycznego kodu (24).

Mutacje w genie polimerazy HBV moga prowadzi¢
nie tylko do powstania wirusa opornego na AN, ale
rowniez na uzywang aktualnie szczepionke (antiviral
drug-associated potential vaccine escape mutant,
ADAP-VEM). Najczestsza przyczyng takich mutacji
jest wieloletnie stosowanie LMV w monoterapii (5, 24).
Powstanie mutantow VEM oraz ich rozprzestrzenienie
moze zniweczy¢ dotychczasowe osiggnigcia skutecznej
profilaktyki skierowanej przeciwko HBV na §wiecie.

Mutacja w pozycji 204 genu polimerazy jest czg-
sto wystepujaca wsrdd chorych z rakiem pierwotnym
watroby (7). Jest to kolejny powdd do zmniejszenia
czestosci stosowania monotrapii LAM.

WNIOSKI

Stosowanie lamiwudyny wptywa na selekcje mu-
tantow HBV w pozycji 180 i 204 genu polimerazy
HBYV u okoto 80% chorych HBeAg(+) po 2 latach ipo
3 latach u okoto 80% chorych HBeAg(-). Mutacje te
zmniejszaja aktywno$¢ przeciwwirusowg leku i stwa-
rzaja ryzyko opornosci krzyzowej na ETV. Aktualnie
nie ma merytorycznych przestanek do dlugoterminowe;j
monoterapii LMV chorych przewlekle zakazonych
HBV.
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