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1. UvOD
1.1. Virus hepatitisa C (HCV)

Virus hepatitisa C (hepatitis C virus, HCV) je hepatotropni RNA virus koji pripada rodu
Hepacivirus i porodici Flaviviridae. Kroni¢na infekcija HCV-om danas je glavni ¢imbenik nastanka
kroni¢ne bolesti jetre, ciroze i hepatocelularnog karcinoma, a virus je identificiran tek 1989. godine
kao uzro¢nik hepatitisa povezanog s transfuzijom koji se nije mogao pripisati infekcijama virusom
hepatitisa A niti virusom hepatitisa B (Choo i sur., 1989; Wilkins i sur., 2015; Petruzziello i sur.,
2016). Prije ovog otkrica, za koje je 2020. godine dodijeljena Nobelova nagrada za medicinu, HCV
je neprepoznat evoluirao 1 Sirio se kroz ljudsku populaciju, rezultiraju¢i spektrom endemskih i
epidemijskih sojeva koji su sposobni potaknuti kroni¢nu bolest jetre (Jackoviack i sur., 2014; Laugi,
2020). Predlozene su dvije suprotne hipoteze o porijeklu HCV-a u ljudi. Prema prvoj teoriji, HCV se
pojavio u ljudi kao rezultat zoonotskog prijenosa s drugih sisavaca, prvenstveno ne-ljudskih primata.
Ovu teoriju podupiru zajednic¢ki elementi evolucijske povijesti izmedu HCV-a i virusa ljudske
imunodeficijencije (human immunodeficiency virus, HIV) ¢ije se porijeklo pripisuje ¢impanzama.
Medutim, osnovna poteskoéa ove pretpostavke jest Sto zasad u divljim primatima nije pronadena
prisutnost HCV-a ili srodnih virusa, ali homolozi HCV-a identificirani su u psima, konjima,
S$iSmiSima 1 glodavcima. Druga predloZena teorija pretpostavlja kako je HCV inficirao ljude i njihove
pretke tijekom cijele njihove evolucijske povijesti. Ova hipoteza temeljena je na Cinjenici kako je,
unato¢ postojanju velikog broja hepacivirusa sisavaca, svaki od njih jedinstveno prilagoden jednoj

domacinskoj vrsti (Jackowiak 1 sur., 2014).
1.2. Epidemiologija infekcije HCV-om
1.2.1. Epidemiologija infekcije HCV-om u svijetu

Ukupna prevalencija infekcije HCV-om u svijetu procjenjuje se na priblizno 58 milijuna
zarazenih odraslih osoba (WHO, 2021). Unato¢ neprekidnom padu incidencije infekcije HCV-om,
ocekuje se da ¢e mortalitet povezan s infekcijom HCV-om rasti u idu¢ih 20 godina (Petruzziello 1
sur., 2016). Prevalencija infekcije HCV-om varira u ovisnosti o geografskim regijama u rasponu od
0,5 % do 7 % pri ¢emu se podrucja s viSom prevalencijom nalaze se u Africi, isto¢noj Europi i Aziji,
te Bliskom istoku; dok podrucja s nizom prevalencijom ukljuéuju sjevernu Ameriku, sjevernu i
zapadnu Europu i Australiju (Slika 1) (Lee i sur., 2014; Polaris Observatory HCV Collaborators,
2017).
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Slika 1. Procjena globalne prevalencije viremi¢nih infekcija virusom hepatitisa C. Preuzeto i prilagodeno iz:
Polaris Observatory HCV Collaborators, 2017.

U svibnju 2016. godine Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organisation,
WHO) odobrila je strategiju Globalnog zdravstvenog sektora o virusnim hepatitisima koja predlaze
eliminaciju virusnog hepatitisa kao javnozdravstvenog problema do 2030. godine. Eliminacija je
definirana kao smanjenje novih slucajeva kroni¢nog hepatitisa C 1 B za 90 % 1 smanjenje smrti
uzrokovanih hepatitisom C i B za 65 % u odnosu na 2015. godinu, kada je procijenjeno da je diljem
svijeta 71 milijun ljudi odnosno 1 % svjetske populacije zivjelo s kroni¢nim hepatitisom C, a gotovo
400.000 umrlo od ciroze ili hepatocelularnog karcinoma uzrokovanog infekcijom HCV-om. Kako bi
se ostvarili navedeni ciljevi, potrebno je dijagnosticirati 90 % zarazenih osoba i zapoceti lije¢enje 80
% dijagnosticiranih osoba. U 2015. godini od procijenjenih 71 milijun osoba s kroni¢nim hepatitisom
C samo njih 14 milijuna (20 %) bilo je dijagnosticirano, a od toga je 1,1 milijun (7 %) zapocelo
lije¢enje (WHO, 2016; Polaris Observatory HCV Collaborators, 2017; WHO, 2017; WHO, 2018).

Hepatitis C predstavlja vazan javnozdravstveni problem i u Europi gdje se pretpostavlja kako
je priblizno 12 — 13 milijuna ljudi, odnosno 1,8 % populacije, kroni¢no zarazeno HCV-om, §to
uzrokuje vise od 60.000 smrti godisnje od hepatocelularnog karcinoma i ciroze (Petruzziello i sur.,
2016; WHO 2021). Prosjecna stopa viremije iznosi oko 70 % S§to ¢ini populaciju od gotovo 10
milijuna viremi¢nih osoba. U sredi$njoj i jugoistocnoj Europi (koja ukljucuje drzave poput Albanije,
Bugarske, Bosne i Hercegovine, Ceske, Hrvatske, Madarske, Makedonije, Crne Gore, Poljske,
Rumunjske, Srbije, Slovacke i Slovenije) prosjecna prevalencija infekcije HCV-om iznosi 1,3 %
(Petruzziello, 2016).
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prijenosa HCV-a prije uvodenja univerzalnog testiranja krvi u razvijenim drzavama 90-ih godina 20.
stolje¢a, dok u nerazvijenim dijelovima svijeta ovaj nacin prijenosa, zajedno s drugim neprikladnim
odnosno nesterilnim medicinskim postupcima, i dalje predstavlja problem. U razvijenim drZzavama
intravensko koriStenje droga danas predstavlja glavni na¢in prijenosa HCV-a, a prevalencija infekcije
HCV-om u populaciji intravenskih korisnika droga (eng. intravenous drug users, IDU) iznosi 31 —
98 % (Lee i sur., 2014; Webster, Klenerman i Dusheiko, 2015; WHO 2016; Rose i sur., 2018;
Clipman i sur., 2021; Minosse i sur., 2021). Drugi nacini prijenosa odnose se na aktivnosti koje
ukljucuju potencijalnu perkutanu izlozenost krvi ili tjelesnim teku¢inama koji sadrze krv kao Sto su
tetoviranje, akupunktura, piercing, kozmetic¢ki zahvati i slicno (Lee i sur., 2014). Spolni prijenos
HCV-a medu monogamnim heteroseksualnim parovima se dogada rijetko, jednako kao i vertikalni,
odnosno perinatalni prijenos, HCV-a s majke na dijete. Prevalencija infekcije HCV-om medu
seksualnim partnerima osoba s kroni¢nim hepatitisom C je samo 0,6 — 1,2 %, a incidencija prijenosa
HCV-a putem seksualnog kontakta iznosi 0,04 — 0,07 % godisnje (Terrault i sur., 2013; Lee i sur.,
2014; Webster, Klenerman i Dusheiko, 2015). Za razliku od toga, u skupini HIV-pozitivnih
muskaraca koji imaju spolne odnose s muskarcima (eng. men who have sex with men, MSM) od 2000.
godine incidencija infekcije HCV-om neprekidno raste. Od naroc€itog interesa u ovoj skupini je stopa
reinfekcije nakon uspjesnog lijecenja ili spontanog izljecenja bududi da se 25 % lijecenih osoba
reinficira unutar dvije godine, sto ukazuje na potrebu preventivnih intervencija u ovoj ciljnoj skupini
(Webster, Klenerman i Dusheiko, 2015).

1.2.2. Epidemiologija infekcije HCV-om u Hrvatskoj

Hrvatska je zemlja s relativno niskom prevalencijom infekcije HCV-om - procjenjuje se kako
je izmedu 35.000 1 45.000 osoba odnosno 0,9 % populacije Hrvatske zarazeno kroni¢nim hepatitisom
C (Vilibic-Cavlek i sur., 2015). Uzevsi u obzir stopu viremije od 70 %, prevalencija viremic¢nih
slucajeva procjenjuje se na 0,5 %, odnosno izmedu 20.000 i 34.000 osoba, a do 2014. godine s
kroni¢nim hepatitisom C u Hrvatskoj ukupno je dijagnosticirano oko 4.000 osoba. U 2018. i 2019.
godini testirano je izmedu 30.000 1 40.000 osoba godisnje, od kojih je kod 170 dokazana viremija. U
proteklih pet godina velike promjene uvedene su u nacin lijeCenja HCV-a u Hrvatskoj pri ¢emu su
ukinuta ograni¢enja za lijeGenje ovisno o fibrozi i prosirena dobna granica lije¢enih na 18 — 84 godine.
Broj lijecenih bolesnika utrostrucio se u razdoblju od 2015. do 2018. godine te iznosi oko 470
lijeCenih osoba godisnje (Slika 2) (Vince i sur., 2020).
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Slika 2. Kaskada skrbi za bolesnike zarazene virusom hepatitisa C, ukljuc¢ujué¢i ukupan broj viremi¢nih
0soba, broj dijagnosticiranih bolesnika te broj lije¢enih i izlije¢enih bolesnika u Hrvatskoj 2018. Preuzeto i

prilagodeno iz: Vince i sur., 2020.

Smatra se kako je broj viremi¢nih osoba u Hrvatskoj dosegao vrhunac 2007. godine te da ¢e
se nastaviti smanjivati za 30 % izmedu 2015. 1 2030., Sto ¢e rezultirati s ukupnim brojem zarazenih
od 14.100 do kraja 2030. godine. Ukoliko nece biti promjena u procesu dijagnostike 1 lijecenja
kroni¢nog hepatitisa C, u Hrvatskoj se ocekuje porast broja smrti povezanih s bolestima jetre, pojave
hepatocelularnog karcinoma i dekompenzirane ciroze za 70 %, 80 %, odnosno 90 %. Procjenjuje se
kako ¢e se u Hrvatskoj u razdoblju 2018. —2030. ukupno testirati 460.000 osoba od kojih se kroni¢ni
hepatitis C o¢ekuje dijagnosticirati kod 2.700 osoba. Postizanje ciljeva WHO-a znac¢ilo bi redukciju
ukupnog broja viremicnih slu¢ajeva na 4.000 u 2030. godini uz sprjeavanje gotovo 1.200 smrtnih
ishoda uzrokovanih bolestima jetre, hepatocelularnim karcinomom i dekompenziranom cirozom u
razdoblju od 2015. do 2030. godine za koje se procjenjuje da bi nastali uz sadasnju razinu probira i
klini¢ku praksu. Prema upotrijebljenom matemati¢kom modelu to bi zahtijevalo povecanje broja
testiranja na 250.000 osoba godis$nje, kako bi se godi$nje dijagnosticiralo i lijecilo 1.500 bolesnika

(Vince i sur., 2020).

Poput ostalih europskih zemalja, u Hrvatskoj su prisutne promjene u epidemiologiji infekcije
HCV-om u posljednjih nekoliko desetljec¢a. U nekim rizi¢énim skupinama, poput osoba koje su primile
transfuziju ili hemodijalizu, vidljiv je znacajan pad u prevalenciji infekcije HCV-om nakon uvodenja
rutinskog testiranja krvi i krvnih pripravaka 1992. godine. Skupinu s najveéim rizikom za infekciju
HCV-om predstavljaju IDU s prevalencijom u rasponu 29 — 65 % (Vilibic-Cavlek i sur., 2015).
Procjenjuje se kako u Hrvatskoj oko 15.000 osoba ¢ini populaciju intravenskih korisnika droga
(Kolari¢ i sur., 2010). U usporedbi s prevalencijom infekcije HCV-om u hrvatskoj opcoj populaciji
(0,9 %) visa stopa prevalencije uocena je u zatvorskoj populaciji (8,3 % — 44 %), narocito medu IDU,

osobama s infekcijom HIV-om (15 %), osobama s rizicnim seksualnim ponasanjem (4,6 %) i
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alkoholicarima (2,4 %). Niska prevalencija uocena je u djece i adolescenata (0,3 %) te darivatelja
krvi (0 — 0,009 %) (Slika 3) (Vilibic-Cavlek i sur., 2015).
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Slika 3. Seroprevalencija infekcije virusom hepatitisa C medu razli¢itim rizi¢nim skupinama u Hrvatskoj
(HCV: virus hepatitisa C; IDU: intravenski korisnici droga; STD: spolno prenosive bolesti; CSW: prodavatelji

seksualnih usluga; MSM: muskarci koji imaju spolne odnose s muskarcima). Preuzeto i prilagodeno iz:
Vilibic-Cavlek i sur., 2015.

1.3. Molekularna epidemiologija infekcije HCV-om

Molekularna epidemiologija infekcije HCVV-om sloZena je zbog velike raznolikosti sekvencija
virusnog genoma koje se medu genotipovima razlikuju u vise od 30 %, a unutar pojedinih podtipova
u viSe od 15 % nukleotidnih mjesta (Jackowiak i sur., 2014; Petruzziello i sur., 2016). Kako bi se
izolat HCV-a smatrao novim potvrdenim genotipom ili podtipom, potrebno je dobiti sekvenciju
kompletne kodirajuce regije koja: i) formira zasebnu filogenetsku skupinu razli¢itu od prethodno
opisanih sekvencija, ii) je predstavljena pomocu najmanje tri epidemioloski nepovezana izolata te iii)
nije rezultat rekombinacije izmedu drugih genotipova i podtipova (Jackowiak i sur., 2014; Smith 1
sur., 2014; ICTV, 2019).

1.3.1. Molekularna epidemiologija infekcije HCV-om u svijetu

Danas se HCV kategorizira u 8 genotipova i 90 podtipova, a prevalencija genotipova varira u
ovisnosti 0 razlicitim populacijskim skupinama i regijama (ICTV, 2019). Globalna istrazivanja
molekularne raznolikosti pokazale su kako je genotip 1 najces¢i diljem svijeta (46 — 49 %), nakon
Cega slijede genotipovi 3 (18 — 22 %), 4 (13 — 17 %) i 2 (11 — 13 %), dok su genotipovi 5, 6, 71 8
odgovorni za preostalih <5 % infekcija HCV-om. Dok su genotipovi 1 i 3 ucestali diljem svijeta,
naroCito u Europi, Sjevernoj Americi i Australoaziji, najveci udio genotipova 4 i 5 dokazan je u

zemljama niskog socioekonomskog statusa, naro€ito na podrucju Afrike, Azije i Bliskog istoka.



Dominantan genotip u Europi je genotip 1 (64 %), nakon ¢ega slijede genotip 3 (26 %), genotip 2 (6
%) 1 genotip 4 (4 %) (Slika 4) (Gower i sur., 2014; Petruzziello i sur., 2016).
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Slika 4. Raspodijela genotipova virusa hepatitisa C diljem svijeta. A) prema regiji GBD B) prema genotipu i
ukupnom broju zarazenih u regiji GBD (GDB: globalno optere¢enje boles¢u; HCV: virus hepatitisa C).
Preuzeto i prilagodeno iz: Polaris Observatory HCV Collaborators, 2017.



Suvremena globalna geografska raspodjela genotipova HCV-a je sloZena. Neki podtipovi (1a,
1b, 2a, 3a) siroko su rasprostranjeni diljem svijeta te ¢ine velik broj infekcija HCV-om u razvijenim
zemljama. Za ove takozvane epidemijske podtipove smatra se da su se naglo prosirili u desetlje¢ima
prije otkrica HCV-a putem zaraZzene krvi, krvnih proizvoda i intravenskog kori$tenja droga. Ovi
podtipovi imaju manju gensku raznolikost, lakSe se prenose i smatra se da su se pojavili relativno
nedavno. Endemski podtipovi su rjedi i ograni¢eni na specifi¢ne regije kao Sto su zapadna i sredi$nja
Afrika, juzna i jugoisto¢na Azija te Bliski istok. Oni ujedno imaju i visoku razinu genske raznolikosti
Sto sugerira dugotrajnu evoluciju. Na globalnu raspodjelu genske raznolikosti HCV-a utjecali su
povijesni 1 suvremeni trendovi migracija stanovnistva (Jackowiak 1 sur., 2014; Messina i sur., 2014;
Precaido i sur., 2014; Petruzziello i sur., 2016). Raspodjela genotipova i podtipova HCV-a povezana
je s nacinom prijenosa i pokazuje znacajnu geografsku varijaciju na regionalnoj i drzavnoj razini. U
Europi, podtip 1b i genotip 2 najéesce su povezani s transfuzijom Krvi i neprikladnim medicinskim
postupcima, dok su podtip 1a i 3a najéesce identificirani u intravenskih korisnika droga (Jackowiak i

sur., 2014; Vince i sur., 2018).

1.3.2. Molekularna epidemiologija infekcije HCV-om u Hrvatskoj

Prevalencija genotipova HCV-a u Hrvatskoj varira u ovisnosti o razli¢itim populacijskim
skupinama i regijama. U opéoj populaciji, genotip 1 je najzastupljeniji (57 — 80 %) nakon cega slijedi
genotip 3 (13 — 48 %). Postotak genotipova 2 (1 —2 %) i 4 (4 — 7 %) nizak je, a genotipovi 5 i 6 nisu
uoceni (Vilibic-Cavlek i sur., 2015; Vince i sur., 2018). Podtipom la zarazeno je 46 %, a podtipom
1b 54 % ispitanika genotipa 1 (Vince i sur., 2018). Raspodjela genotipova promijenila se uslijed
razli¢itih nacina prijenosa. Primanje krvi ili krvnih pripravaka prije 1992. godine povezano je s
infekcijom HCV-om uzrokovanom genotipom 1, naro¢ito podtipom 1b koji je uocen u 44 % osoba
koje su primile transfuziju i 75 % bolesnika koji su bili na lije¢enju hemodijalizom. Genotip 3
dominantan je u hrvatskim IDU (60 — 84 %), a najces¢i podtipovi u ovoj populaciji su 3a (61 %) i la
(24 %). U osoba s rizicnim seksualnim ponasanjem najces¢i je genotip 1 (56 %), a podtipovi uoceni

u ovoj populaciji su 1a (39 %), 3a (39 %) i 1b (6 %) (Slika 5) (Vilibic-Cavlek i sur., 2015).
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Slika 5. Raspodjela genotipova virusa hepatitisa C u Hrvatskoj unutar razli¢itih riziénih skupina (IDU:
intravenski korisnici droga; HIV: virus ljudske imunodeficijencije). Preuzeto i prilagodeno iz: Vilibic-Cavlek
i sur., 2015.

1.4. Organizacija genoma i struktura virusne cestice HCV-a

Cestice HCV-a promjera su 50 — 80 nm i sastoje se od jednolandanog (+) RNA genoma,
nukleokapsidnog proteina te glikoproteina ovojnice E1 i E2. Genom HCV-a s nukleokapsidnim
proteinom tvori nukleokapsidu ikozaedarskog oblika promjera 30 — 35 nm okruzenu lipidnom
membranom u koju su usidreni glikoproteini ovojnice (Slika 6) (Kim i Chang, 2013; Dubuisson i

Cosset, 2014; Popescu i sur. 2014; Du i Tang, 2015).

lipidna ovojnica

glikoproteini E1/E2

o——— nukleokapsida

r-=3
Q:'——— jednolanéana
; (+)RNA

Slika 6. Struktura Cestice virusa hepatitisa C. Preuzeto i prilagodeno iz: The Lecturio Medical Concept Library,
2021.



Genom HCV-a duljine je 9,7 kilobaza i sadrZi jedan otvoreni okvir ¢itanja (eng. open reading
frame, ORF) koji se sastoji od 9024 do 9111 nukleotida (ovisno o genotipu) te je okruzen terminalnim
netranslatiraju¢im regijama (eng. untranslated region, UTR) bogatim sekundarnim strukturama na 5'
i 3' krajevima, koje imaju klju¢ne regulacijske funkcije i neophodne su za virusnu replikaciju i
translaciju (Kim i Chang, 2013; Li i sur., 2015). Virusna RNA nema 5' metilgvanozinsku kapu
umjesto koje se nalazi 5' trifosfat, a 5' UTR sadrzi i regulatornu regiju zvanu IRES element koji inicira
translaciju genoma HCV-a neovisnim mehanizmom. Blizu 5° kraja RNA genoma HCV-a nalaze se
dva konzervirana vezna mjesta za miR-122. Mikro RNA miR-122 specifi¢ne su za jetru, a njihovo
vezanje za RNA HCV-a potiCe translaciju virusnog genoma i pruza zastitu od imunosnog sustava i
razgradnje egzonukleazama (Scheel i Rice, 2013). Za razliku od stanicnih mRNA, 3' kraj virusnog
genoma ne sadrzi poli-A rep ve¢ zavrSava konzerviranim i stabilnim strukturama s peteljkom i
om¢om ispred kojih se nalazi poli-U/C slijed (Slika 7) (Pifieiro i Martinez-Salas, 2012; Popescu i sur.,
2014; Li i sur., 2015).

Translacija virusnog genoma rezultira sintezom velikog poliproteina od 3010
aminokiselinskih ostataka koji se cijepa pomoc¢u stani¢nih i virusnih proteaza kako bi nastalo 10
individualnih virusnih proteina s razli¢itim karakteristikama - tri strukturna proteina (nukleokapsidni
protein, te proteini E1 i E2) i sedam nestrukturnih proteina (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A i
NS5B) od kojih neki posjeduju enzimske aktivnosti (Slika 7) (Li i sur., 2015). Strukturni proteini
ujedno su komponente samih viriona, dok se nestrukturni proteini eksprimiraju u stanicama
zarazenima virusom, ali se ne ugraduju u virusne Cestice ve¢ sluze koordinaciji unutarstani¢nih
aspekata replikacije HCV-a, ukljucuju¢i sintezu RNA, modulaciju obrambenih mehanizama
domacina i sastavljanje virusnih Cestica (Pifieiro i Martinez-Salas, 2012; Lindenbach i Rice, 2013;
Lapa i sur., 2019).
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Slika 7. Organizacija genoma i poliproteina virusa hepatitisa C. a) Sekundarna struktura
jednolanéanog RNA genoma virusa hepatitisa C koja prikazuje kratke 5' i 3' netranslatiraju¢e regije (UTR,
crveno) bogatim sekundarnim strukturama koje okruzuju dugaéak otvoreni okvir ¢itanja (ORF, plavo). b)
Translacijom ORF-a nastaje poliprotein koji se kotranslacijski i posttranslacijski cijepa stani¢nim (bijeli i sivi
trokuti) 1 virusnim (crveni i zeleni trokuti) proteazama prilikom ¢ega nastaje 10 virusnih proteina. Glikozilacija
proteina ovojnice oznacena je crnim tockama (ORF: otvoreni okvir ¢itanja; UTR: netranslatirajuca regija).

Preuzeto i prilagodeno iz: Scheel i Rice, 2013.

Nukleokapsidni protein je visenamjenski visokokonzervirani protein koji modulira ekspresiju
virusnih 1 stani¢nih gena te ¢ini dio virusne nukleokapside. Glikoproteini E1 i E2 formiraju
heterodimere te ¢ine funkcionalnu jedinicu virusne ovojnice i sudjeluju u receptorom posredovanom
ulasku virusa u stanice (Pineiro i Martinez-Salas, 2012; Kim i Chang, 2013; Popescu i sur., 2014).
Glikoproteini ovojnice HCV-a su glavne ciljne strukture selekcijskog pritiska od strane
neutraliziraju¢ih protutijela, a hipervarijabilne regije utvrdene u glikoproteinima ovojnice mogu
doprinijeti izbjegavanju imunosnog sustava i dugom opstanku HCV-a (Kim i Chang, 2013). Mali
hidrofobni protein p7 formira ionski kanal ukljuen u sastavljanje i otpustanje virusnih Cestica
(Pifieiro 1 Martinez-Salas, 2012; Popescu i sur., 2014). Protein NS2 neophodan je za replikaciju i
sastavljanje virusnih Cestica, a djeluje kao autokataliticka cisteinska proteaza (Popescu i sur., 2014).
N-terminalna domena proteina NS3 funkcionira kao serinska proteaza koja je odgovorna za cijepanje
virusnog poliproteina i stani¢nih antivirusnih signalnih proteina, sprecavajuci indukciju interferona
tipa 1 u zaraZzenim stanicama. C-terminalna domena NS3 ima helikaznu aktivnost te sluzi za

odmatanje dvolancanih formi virusnog genoma ili odvajanje proteina od genoma tijekom replikacije
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RNA (Kim i Chang, 2013; Lindenbach i Rice, 2013; Popescu i sur., 2014). Mali hidrofobni protein
NS4A sluzi kao kofaktor za serinsku proteazu NS3, a protein NS4B poti¢e preraspodjelu
unutarstanicnih membrana potrebnih za virusnu replikaciju (Kim i Chang, 2013; Popescu 1 sur.,
2014). Visenamjenski fosfoprotein NS5A ima klju¢nu ulogu u virusnoj replikaciji i sastavljanju
virusnih Cestica (Kohler i sur., 2014). Virusna RNA-ovisna RNA-polimeraza NS5B formira
replikacijski kompleks zajedno s NS3, NS4A, NS4B i NS5A (Kim i Chang, 2013; Macarthur i sur.,
2013; Popescu i sur., 2014; Du i Tang, 2015).

Jedinstveno svojstvo HCV-a je i njegova povezanost s lipoproteinima domacina, poput apoE,
apoB, apoAl, apoC1, apoC2 i apoC3. Lipidni sastav viriona HCV-a upucuje kako je vise od polovice
lipida HCV-a sastavljeno od kolesterilnih estera Sto nalikuje lipidnom sadrzaju lipoproteina jako
niske gustoce (eng. very low density lipoprotein, VLDL) i lipoproteina niske gustoce (eng. low density
lipoprotein, LDL). Ultracentrifugiranje zarazenih uzoraka krvi u gradijentu saharoze pokazalo je kako
gestice HCV-a imaju iznenadujuce nisku gustoéu koja varira od 1,03 do 1,20 g/cm? te kako su frakcije
niske gusto¢e najinfektivnije. Medudjelovanje izmedu virusnih Cestica 1 serumskih lipoproteina
ukazuje kako bi HCV mogao formirati hibridne lipovirusne Cestice koje olak$avaju ulazak virusa u
hepatocite 1 mogu Stititi virus od neutralizacije protutijelima (Pawlotsky, 2004; Lindenbach i Rice,

2013; Popescu i sur., 2014; Dubuisson i Cosset, 2014; Du i Tang, 2015).
1.5. Replikacijski ciklus HCV-a

Tijekom primarne infekcije, ¢estice HCV-a transportiraju se krvotokom i dolaze u dodir s
bazolateralnom povr§inom hepatocita nakon prolaska kroz fenestirani epitel jetrenih sinusoida.
Ulazak viriona HCV-a u hepatocite zapoc€inje niskoafinitetnim medudjelovanjem s LDL receptorom
I glikozaminoglikanima prisutnim na heparan sulfat proteoglikanima te brojnim koreceptorima
ukljucujuéi CD81, klaudin-1, okludin i SRB1. Nakon internalizacije virusnih cestica klatrinom
posredovanom endocitozom dolazi do zakiseljavanja endosoma §to dovodi do fuzije virusne ovojnice
1 membrane endosoma te otpustanja virusnog genoma u citoplazmu (Slika 8) (Kim 1 Chang, 2013;

Lindenbach i Rice, 2013; Dubuisson i Cosset, 2014; Du i Tang, 2015; Gogela i sur., 2015).
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Slika 8. Replikacijski ciklus virusa hepatitisa C (ER: endoplazmatski retikulum; LD: lipidne kapljice. Preuzeto
i prilagodeno iz: Gogela i sur., 2015.

Budu¢i da je replikacija virusne RNA vodena replikacijskim kompleksom vezanim uz
membrane, potrebna je prethodna translacija virusnog genoma i ekspresija nestrukturnih proteina.
Replikacija genoma HCV-a odvija se u strukturama porijeklom od endoplazmatskog retikuluma gdje
se proteini NS3, NS4A, NS4B, NS5A i NS5B povezivanjem dvomembranskim vezikulima
sastavljaju u replikacijski kompleks zvan membranska mreza (Slika 8) (Dubuisson i1 Cosset, 2014; L1
1 sur., 2015). Novosintetizirana molekula RNA moZe sluZiti kao kalup za daljnju replikaciju virusne
RNA, biti usmjerena u translaciju radi sinteze virusnih proteina ili pakiranje u nove virusne ¢estice
(Kim i Chang, 2013; Popescu i sur., 2014; Li i sur., 2015). Dugi opstanak HCV-a zahtijeva ravnotezu
izmedu sinteze 1 razgradnje virusne RNA. Izrazito velika proizvodnja novih virusnih genoma i
virusnih proteina dovela bi do stani¢ne smrti, dok bi premalo u¢inkovita replikacija mogla dovesti do
uklanjanja virusa pomoc¢u imunosnog sustava domacina. Ova ravnoteza postize se negativhom
povratnom spregom izmedu virusom potaknutog oksidacijskog ostecenja membrana i replikaznog

kompleksa te stabilizacijom virusnog genoma pomo¢u miR-122 (Li i sur., 2015).

Sastavljanje virusnih ¢estica odvija se u unutarstani¢nim lipidnim kapljicama, a zahtijeva
vremenski i prostorno uskladeno medudjelovanje strukturnih proteina i replikacijskog kompleksa (Du
1 Tang, 2015). Nakon pakiranja virusne RNA u nukleokapsidu virusna Cestica pupanjem iz
endoplazmatskog retikuluma dobiva ovojnicu, a prolaskom kroz sekretorni put sazrijeva pri cemu
dolazi do posttranslacijskih modifikacija glikoproteina i1 medudjelovanja sa serumskim
lipoproteinima te otpusStanja viriona iz stanica (Slika 8) (Lindenbach i Rice, 2013; Popescu 1 sur.,

2014).
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1.6. Patogeneza infekcije HCV-om

Patogeneza infekcije HCV-om neraskidivo je povezana sa sposobno$¢u dugog opstanka
virusa desetlje¢ima u vecini zarazenih osoba. Mehanizmi dugog opstanka HCV-a nisu u potpunosti
karakterizirani, ali ukljucuju viSestruku virusom izazvanu stimulaciju imunosnog sustava domacina
pri cemu se virus u jetri zadrzava godinama s minimalnom patologijom i relativno stalnom razinom
viremije (Li i sur., 2015). U vecini sluc¢ajeva (50 — 80 %) akutna infekcija HCV-om prelazi u kroni¢nu
(definirana kao prisutnost mjerljivog virusa u organizmu dulje od Sest mjeseci nakon zaraze) $to
dovodi do nastanka ciroze u 10 — 20 % bolesnika u razdoblju od 10 — 30 godina i hepatocelularnog
karcinoma u 1 — 4 % bolesnika s cirozom (Pawlotsky, 2004; EI-Shamy i Hotta, 2014; Jackowiak i
sur., 2014; Lee i sur., 2014; Wilkins i sur., 2015).

Dugotrajnost infekcije djelomi¢no je uzrokovana slabim imunosnim odgovorom tijekom
akutne infekcije koji ne uspijeva ograniciti virusnu replikaciju. Pretpostavlja se kako jednom kada
dode do uspostavljanja kroni¢ne infekcije, virus nema izravan citoliticki u¢inak. Mehanizam
oSte¢enja hepatocita uzrokovan infekcijom HCV-om nije u potpunosti razjasnjen, ali mogao bi
ukljuéivati lokalne mehanizme posredovane imunosnim sustavom koji uzrokuju kroni¢no upalno
stanje (Dui Tang, 2015; Wilkins i sur., 2015). Lokalna upala potice fibrogenezu, a fibroza predstavlja
glavnu komplikaciju kroni¢nog hepatitisa C. Definira se kao odlaganje komponenti izvanstani¢nog
matriksa u parenhim jetre, a karakterizira je znacajno povecanje kolagena 1 drugih komponenti
izvanstani¢nog matriksa kao $to su laminin, fibronektin i proteoglikani. Uloga virusnih faktora u
progresiji fibroze nejasna je. S druge strane, egzogeni faktori, poput dugotrajne konzumacije alkohola
1 infekcije drugim hepatotropnim virusima, imaju znacajnu ulogu u progresiji fibroze prema cirozi 1
drugim patoloskim oStec¢enjima jetre (Pawlotsky, 2004). Procjenjuje se kako je treina slucajeva
hepatocelularnog  karcinoma godiSnje uzrokovana HCV-om S§to predstavlja znaajan

javnozdravstveni problem (Lee i sur., 2014).

1.7. Raznolikost genoma HCV-a

Analiza genske raznolikosti HCV-a vazna je za ispitivanje slozenosti virusne populacije,
rezistencije na lijekove, molekularne evolucije 1 epidemioloska istrazivanja (Precaido 1 sur., 2014;
Lapa i sur., 2019). HCV postoji u svakoj zarazenoj osobi kao velika populacija genski razli¢itih
varijanti koja ¢ini kvazivrstu. Pojam kvazivrste moze se definirati kao skupina blisko povezanih, ali
genski razlicitih varijanti virusne populacije koje su prisutne u jednom domacinu i podvrgnute
neprekidnom procesu genske varijacije, kompeticije i selekcije (Domingo, Sheldon i Perales, 2012;
Jackowiak i sur., 2014; Lim i Gallay, 2014; Li i Chung, 2019). Neke varijante nose mutacije u genima
koji su ciljne strukture lijekova. Tada govorimo o supstitucijama povezanima s rezistencijom (eng.

resistance associted substitution, RAS), a varijantama povezanim s rezistencijom (eng. resistance
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associated variant, RAV) smatraju se one virusne varijante koje sadrze RAS. Prisutnost rijetkih RAV
na pocetku lije¢enja moze utjecati na ishod antivirusnog lije¢enja, buducéi da te varijante mogu postati
dominantne uslijed selekcijskog pritiska lijekova §to moze dovesti do neuspjeha lijeCenja ili relapsa.
Smisao kvazivrste je znacajna adaptacijska prednost buduci da prisutnost mnogih varijanti genoma
dozvoljava neprekidnu evolucijsku selekciju mutacija s najboljim fitnessom u svim danim uvjetima.
Neke RAV iskazuju velik fitness te mogu biti postojane kao dominantne varijante mjesecima i

godinama nakon zavrSetka lijecenja (Fourati i Pawlotsky, 2015; Ahmed i Felmlee, 2015).

Konsenzusna sekvencija ukljucuje sve nukleotide koji se najéeSée uoCavaju u virusnoj
populaciji te se koristi za analizu promjena globalne virusne populacije. Promjenjivost u
konsenzusnoj sekvenciji koristi se za opisivanje virusne evolucije, ali ne daje informacije o strukturi
kvazivrste te ne mora biti nuzno prisutna u populaciji kao stvarna sekvencija (Lapa i sur., 2019).
Dominantna sekvencija predstavlja najces¢u sekvenciju uocenu U virusnoj populaciji u specifi¢nom
vremenskom razdoblju te ne mora biti u skladu s konsenzusnom sekvencijom. Dominantna varijanta
Cesto se smatra varijantom s najveéim fitnessom u odredenim okoli$nim uvjetima. Koncept kvazivrste
podrazumijeva da je populacija u cjelini, a ne pojedina varijanta, podlozna selekciji (Jackowiak i sur.,
2014; Lapa i sur., 2019).

Evolucija HCV-a moze se analizirati na dvije bioloske razine: na individualnoj razini (unutar
jednog domacina) i na epidemioloSkoj razini (izmedu razli¢itih domacina). Obje razine
karakterizirane su razliitim selekcijskim pritiscima $to virusnu populaciju moze usmjeriti u
razli¢itom smjeru (Jackowiak 1 sur., 2014). Sposobnost evolucije virusa odredena je s pet medusobno
povezanih ¢imbenika. Kao prvo, nastanak RAS ovisi o prosjecnoj stopi (frekvenciji) mutacija tijekom
replikacije genoma. RNA-polimeraza HCV-a iznimno je sklona greskama, odnosno nema 3°-5’
egzonukleaznu aktivnost te posljedi¢no ne moze ispraviti pogresno ugradene nukleotide $to dovodi
do stope mutacija od 10 — 10 supstitucija po kopiranom nukleotidu. Stopom evolucije smatra se
broj mutacija koje se akumuliraju u virusnom genomu kao funkcija vremena, odnosno broj
supstitucija po nukleotidnom mjestu po godini (eng. substitutions per site per year, s/n/y), te ona u
veéem dijelu genoma HCV-a iznosi 10 — 10 s/n/y. Povisena stopa evolucije uo¢ena je u regijama
El i E2, naroCito u hipervarijabilnoj regiji (Slika 9) (Sarrazin i Zeuzem, 2010; Gray i sur., 2011;
Domingo, Sheldon i Perales, 2012; Jackowiak i sur., 2014; Ahmed i Felmlee, 2015; Li i Chung, 2019;
Lapa i sur., 2019).
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Slika 9. Procijenjena stopa evolucije u razli¢itim dijelovima kodirajuce regije genoma virusa hepatitisa C
podijeljene na 21 dio (podtip 1a medu razli¢itim domacinima — zeleno; podtip 1b medu razli¢itim domacinima
— plavo; podtip 1b medu istim domacéinima — crveno; s/nfy: broj supstitucija po nukleotidnom mjestu po

godini). Preuzeto i prilagodeno iz: Gray i sur., 2011.

Nadalje, razvoj rezistentnih varijanti ovisi i o replikacijskoj stopi virusa koja za HCV iznosi
10%° do 102 viriona dnevno, a poluzivot HCV-a procjenjuje se na samo 2 — 5 sati (Sarrazin i Zeuzem,
2010; Jackowiak i sur., 2014; Ahmed i Felmlee, 2015; Li i Chung, 2019). Tre¢i ¢imbenik Koji
doprinosi razvoju rezistentnih varijanti je genska barijera za rezistenciju na lijekove koja se definira
kao broj i tip mutacija potreban za razvoj RAS, odnosno prag iznad kojeg virusna populacija dobiva
odgovarajuc¢i broj mutacija koji dovodi do nastanka rezistencije (Eltahla i sur., 2016; Li i Chung,
2019). Na taj prag utjeCe mnostvo faktora kao $to su mutacijska pristranost RNA-polimeraze HCV-a
koja favorizira tranzicije u odnosu na transverzije. Stoga niska barijera za rezistenciju znaci kako su
tranzicije ili manji broj mutacija potrebni za smanjenje u¢inkovitosti odredenih lijekova, dok visoka
barijera za rezistenciju zahtijeva nastanak vise mutacija, odnosno transverzijske supstitucije (Lim i
Gallay, 2014). Nadalje, replikativni fitness populacije rezistentne varijante, odnosno selekcijska
prednost koju ta varijanta ima u odnosu na ostatak virusne populacije, klju¢an je i odreduje
vjerojatnost opstanka bilo koje rezistentne varijante unutar vece virusne populacije. Vecina
novonastalih varijanti biva uklonjena pomoc¢u imunosnog sustava, odnosno ne rezultira nastankom
viriona zbog gubitaka funkcije mutiranih proteina (Sarrazin i Zeuzem, 2010; Precaido i sur., 2014;
Ahmed i Felmlee, 2015; Fourati i Pawlotsky, 2015; Eltahla i sur., 2016; Li i Chung, 2019). U
konacnici, pojava virusne rezistencije odredena je 1 koli¢inom izloZenosti lijekovima budué¢i da

suboptimalne koncentracije lijekova mogu rezultirati selekcijom pojedinih RAS omoguéavanjem
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odrzavanja virusne populacije u prisutnosti manjeg selekcijskog pritiska (Lim 1 Gallay, 2014;

Precaido i sur., 2014; Fourati i Pawlotsky, 2015; Li i Chung, 2019).

Brza divergencija HCV-a predstavlja vazan izazov za istrazivanja genetske povezanosti
budué¢i da epidemioloska povezanost moze biti izgubljena izmedu povezanih slucajeva tijekom
relativno kratkog vremenskog perioda. Molekularna evolucija HCV-a ukljucuje seriju slozenih
procesa karakteriziranih varijacijama koje neprekidno mijenjaju arhitekturu virusne populacije. U
prvom stadiju dolazi do uspostavljanja infekcije HCV-om u novom domacinu, a drugi stadij
karakteriziraju mali evolucijski pomaci uzrokovani imunosnim odgovorom domacina. Treéi stadij
karakterizira genska diversifikacija koja vodi do pojave novih subpopulacija te se naposlijetku pod
snaznom negativnom selekcijom genska promjenjivost HCV-a smanjuje i ustaljuje (Slika 10). Ove
varijacije tijekom vremena mogu utjecati na prijenos HCV-a i ishod lije¢enja buduéi da su razlicite
virusne varijante dostupne u razliCitim vremenskim tockama nakon infekcije (Gray i sur., 2012;

Precaido i sur., 2014).
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Slika 10. Molekularna evolucija virusa hepatitisa C s ilustriranim stadijima evolucije unutar domacina zajedno
s glavnim molekularnim procesima koji ih obiljezavaju i filogenetskom povezano$cu izmedu razli¢itih

populacija tijekom vremena. Preuzeto i prilagodeno iz: Precaido i sur., 2014.

lako jetra predstavlja glavno mjesto replikacije HCV-a, razli¢ite populacije HCV-a pronadene
Su u drugim tkivima i stani¢nim tipovima, §to upucuje na postojanje izvanhepatalnih rezervoara, a
raspodjela virusnih varijanti varira izmedu tkiva uz specifi¢nu stopu evolucije (Precaido i sur., 2014).
Posljedicno, sastav i genska raznolikost virusnih kvazivrsta uzorkovanih iz razli¢itih mjesta, odnosno

organa, znacajno se razlikuju. Kvazivrsta u krvi predstavlja dio virusne populacije koji moZze inicirati
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infekciju u drugom domacinu. Ova populacija raznolikija je od populacije u jetri, a najveci broj
najraznolikijih virusnih varijanti pronaden je upravo u serumu (Gray i sur., 2012, Jackowiak i sur.,
2014).

1.8. Lijecenje kroni¢nog hepatitisa C

Primarni cilj lije¢enja kroni¢nog hepatitisa C jest postizanje trajnog viroloskog odgovora (eng.
sustained virological response, SVR) koji se definira kao odsutnost virusne RNA 12 — 24 tjedana
nakon zavrsetka antivirusne terapije (Webster, Klenerman i Dusheiko, 2015). Monoterapija
interferonom, proteinom koji pobuduje antivirusno stanje u stanicama, predstavljala je okosnicu
antivirusne terapije HCV-a tijekom 90-ih godina 20. stoljeca, no bila je povezana sa znacajnim
nuspojavama i lo§im ishodima lijeenja (Scheel i Rice, 2013; Ahmed i1 Felmlee, 2015; Gogela i sur.,
2015; Li i Chung, 2019). Antivirusna terapija neznatno je poboljSana dodatkom ribavirina,
gvanozinskog analoga ¢iji mehanizam djelovanja nije u potpunosti razjasnjen, ali ukljucuje poticanje
virusne mutageneze, inhibiciju virusne replikacije te imunomodulatorne uc¢inke (Gogela i sur., 2015).
Uvodenje pegiliranog interferona 2001. godine, koji ima duze vrijeme poluraspada te povoljniju
farmakokinetiku u kombinaciji s ribavirinom, dovelo je do poboljsanja stope SVR-a na priblizno 50
% (Slika 11) (Scheel i Rice, 2013; Li i Chung, 2019).

interferon interferon peginterferon peginterferon DAA bez
+ ribavirin + ribavirin + ribavirin+ Pl interferona
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Slika 11. Razvoj antivirusne terapije za lijeCenje kroni¢nog hepatitisa C i stopa trajnog virolo§kog odgovora
(DAA: direktno djelujuéi antivirusni lijekovi; PI: inhibitori proteaza). Preuzeto i prilagodeno iz: Webster,
Klenerman i Dusheiko, 2015.

Znacajno poboljSanje razumijevanja molekularne i strukturne virologije, replikacijskog
ciklusa i patogeneze HCV-a dovelo je do razvoja prvih direktno djelujuéih antivirusnih lijekova (eng.
direct acting antivirals, DAA) 2011. godine (Precaido i sur., 2014; Li i Chung 2019). Svih 10 proteina

HCV-a proucavani su kao potencijalne ciljne strukture antivirusnih lijekova, a trenutno dostupni

17



DAA svrstavaju se u Cetiri kategorije ovisno o ciljnom nestrukturnom proteinu na Koji su usmjereni
I mehanizmu djelovanja: inhibitori proteaze NS3, inhibitori proteina NS5A te nukleozidni (NI) i
nenukleozidni inhibitori (NNI) RNA-ovisne RNA-polimeraze NS5B (Slika 12) (Macarthur i sur.,
2013; Fourati i Pawlotsky, 2015; Gao i Ju, 2018). Terapija DAA iznimno je efikasna, ucinkovita i
gotovo bez nuspojava. Ovi DAA unaprijedili su lijeCenje bolesnika zarazenih HCV-om pokazujuéi
stopu SVR-a koja danas doseze 90 — 95 %. Najnovije smjernice predlazu primjenu DAA u svim
zarazenim osobama neovisno 0 stupnju fibroze, a neprekidan pad cijene DAA omogucuje njihovu
vec¢u dostupnost i u drzavama srednjeg i niskog socioekonomskog statusa (Vince i sur., 2020, WHO,
2018). Primjena DAA jedno je od najvec¢ih novijih postignuc¢a u podrucju hepatologije i bolesti jetre
buduéi da je njihovom primjenom hepatitis C postao izljeciva bolest (Sharafi i Alavian, 2018).
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Slika 12. Ciljne tocke djelovanja direktno djelujuéih antivirusnih lijekova unutar replikacijskog ciklusa

virusa hepatitisa C. Preuzeto i prilagodeno iz: Zeuzem, 2017.
1.8.1. Inhibitori proteina NS3

Ciljna struktura inhibitora proteaza (eng. protease inhibitor, PI) je virusna proteaza NS3,
esencijalna za cijepanje poliproteina HCV-a na individualne virusne proteine. Virusna proteaza,
odnosno helikaza, NS3 je heterodimerni kompleks u kojem protein NS3 sadrzi mjesto proteolitickog
cijepanja, a NS4A funkcionira kao kofaktor. Inhibitori proteina NS3 blokiraju kataliticko mjesto NS3
ili medudjelovanje NS3 i NS4A te potrebne konformacijske promjene sprec¢avajuci tako cijepanje

poliproteina HCV-a (Slika 13) (Xue i sur., 2014; Li i Chung, 2019).
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helikaza

Slika 13. Strukturni model proteina NS3/4A virusa hepatitisa C s razli¢ito obojanim domenama helikaze

(plavo), proteaze (crveno) i kofaktora NS4A (zeleno). Preuzeto i prilagodeno iz: Xue i sur., 2014.

Kataliticko mjesto proteaze NS3 locirano je u plitkom utoru koji ¢ini strukturu malih
inhibitorskih molekula izazovnom budu¢i da ne omoguéava ¢vrsto vezanje inhibitora. Nadalje,
zahvaljuju¢i malom broju dostupnih veznih mjesta za male molekule u katalitiCkom mjestu, genska
barijera za rezistenciju na inhibitore proteina NS3/4A je relativno niska (Li i Chung, 2019). Aktivnost
inhibitora ovisi 0 nekolicini medudjelovanja s enzimom, a svega nekoliko klju¢nih mutacija u enzimu
dovoljno je za uzrokovanje znacajne rezistencije na ove lijekove (Ahmed i1 Felmlee, 2015). Uz
iznimku kataliticke trijade, svega 47 % aminokiselinskih ostataka proteina NS3 u potpunosti je
konzervirano medu genotipovima $to otezava razvoj pangenotipskih inhibitora. Genericka imena svih
inhibitora proteaze NS3 zavrSavaju na “-previr’ (Zeuzem, 2017). Generacije Pl razlikuju se na
temelju veznih svojstava unutar Kkataliticke trijade proteaze NS3, barijere za rezistenciju i
ucinkovitosti protiv razli€itih genotipova. Prva generacija PI, kao §to su boceprevir (BOC) 1 telaprevir
(TPV), kovalentno vezu enzim te imaju usku genotipsku specifi¢nost i nisku gensku barijeru za
rezistenciju. Druga generacija PI, kao Sto su paritaprevir (PTV) i simeprevir (SMV), nekovalentno
vezu kataliti¢ku trijadu te imaju nesto Siri spektar antivirusne aktivnosti. Najnovija generacija PI, kao
Sto su grazoprevir (GZR), glecaprevir (GLE) i voxilaprevir (VOX), imaju ve¢u gensku barijeru za
rezistenciju te poboljSanu antivirusnu aktivnost protiv razli¢itih genotipova (Thompson, 2014; Sorbo

i sur., 2018; Cuypers i sur., 2017a).
1.8.2. Inhibitori proteina NS5A

Ciljno mjesto inhibitora proteina NS5A je nestrukturni proteina 5A koji nema poznatu
enzimsku aktivnost u replikacijskom ciklusu HCV-a, ali je povezan s drugim virusnim proteinima i
brojnim stani¢nim faktorima (Kwoon i sur., 2015). Rije¢ je o viSenamjenskom proteinu Kkoji se

eksprimira u hipofosforiliranom (p56) i hiperfosforiliranom (p58) obliku (Gogela i sur., 2015). Oba
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fosfoproteina, p56 1 p58, fosforiliraju se na serinskim ostacima nakon otpustanja zrelog proteina iz
poliproteina (Macarthur i sur., 2013; Khalaghadgi i sur., 2016). Funkcija NS5A i dalje nije u
potpunosti razjaSnjena, no poznato je kako djeluje kao modulator kljuénih virusnih funkcija
ukljucujuéi virusnu replikaciju, sastavljanje virusnih Cestica i njihov izlazak iz stanica te regulaciju
protuvirusnog interferonskog odgovora i medudjelovanje sa stanicama domacina (EI-Shamy i Hotta,
2014; Khalaghadgi i sur., 2016; Li i Chung, 2019). Protein NS5A sastoji se od N-terminalnog alfa
heliksa pomocu kojeg se usidruje u stanicne membrane i tri strukturne domene (Kohler i sur., 2014).
Domena 1 sadrzi RNA- i cink- vezuju¢e motive te postoji u razli¢itim alternativnim dimeriziranim
stanjima, dok su domene 2 i 3 fleksibilne domene ukljucene u replikaciju RNA, sastavljanje virusnih
Cestica i medudjelovanje s virusnim faktorima i faktorima domacina (Slika 14) (Issur i Gétte, 2014;
Lim i Gallay, 2014; Ahmad & Feemle i sur., 2015; Li i Chung, 2019).
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Slika 14. a) Struktura proteina NS5A Kkoji se sastoji od N-terminalnog alfa heliksa (AH) pomocu kojeg se
usidruje u staniéne membrane i tri strukturne domene (SP: signalni peptid) b) Jedan od predlozenih
mehanizama djelovanja inhibitora NS5A. Vezanje inhibitora za domenu 1 spreCava vezanje RNA §to

onemogucava uspjesnu replikaciju virusnog genoma. Preuzeto i prilagodeno iz: Ascher i sur., 2014.

Svi inhibitori NS5A imaju genericka imena koji zavrSavaju na “-asvir” (Zeuzem, 2017).
Trenutno odobreni inhibitori NS5A za lijeCenje HCV-a ukljucuju daclatasvir (DCV), ledipasvir
(LDV), ombitasvir (OBV), elbasvir (EBR), velpatasvir (VEL) 1 pibrentasvir (PIB). Unato¢ naglom
razvoju ove skupine DAA, to¢an mehanizam djelovanja DAA na protein NS5A nije u potpunosti
razjasnjen. Brojna biokemijska istraZivanja pokazuju kako inhibitori proteina NS5A veZzu
dimeriziranu domenu 1 i stabiliziraju je fiksirajuéi je u danu poziciju te spre¢avajuci daljnje strukturne
promjene neophodne za brojne funkcije ovog proteina, ukljucujuc¢i formiranje replikacijskog
kompleksa (Slika 14) (Ascher i sur., 2014; Ahmed i Felmlee, 2015; Sorbo i sur., 2018; Li i Chung,
2019). Ostali predlozeni mehanizmi ukljucuju inhibiciju hiperfosforilacije i promjenu unutarstani¢ne

lokalizacije proteina NS5A $to rezultira pogreSnim sastavljanjem virusnih Cestica (Gogela 1 sur.,
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2015). Tocan mehanizam na koji inhibitori onesposobljavaju protein NS5A i dalje je aktivno podrucje

istrazivanja (Li i Chung, 2019).
1.8.3. Inhibitori proteina NS5B

Ciljna struktura polimeraznih inhibitora je RNA-ovisna RNA-polimeraza NS5B organizirana
u konformaciju desne ruke koja sadrzi domenu prstiju i palca koje okruzuju domenu dlana unutar
koje se nalazi aktivno mjesto. Polimeraza mijenja konformaciju izmedu otvorene i zatvorene koje su
klju¢ne u razli¢itim koracima de novo sinteze genoma HCV-a. Sadrzi dva mjesta: katalitiCko mjesto
za vezanje nukleotida i Cetiri mjesta za alostericko medudjelovanje gdje se mogu vezati i
nenukleotidne komponente (Slika 15). Jednako tako, razlikujemo dvije skupine inhibitora NS5B:
nukleozidne inhibitore (eng. nucleoside inhibitor, NI) i nenukleozidne inhibitore (eng. non-
nucleoside inhibitor, NNI) (Ahmed i Felmlee, 2015; Li i Chung, 2019; Watkins, 2019). Genericka
imena svih inhibitora polimeraze NS5B zavrSavaju na “-buvir”, a danas se za lije¢enje kroni¢nog

hepatitisa C koriste NI sofosbuvir (SOF) i NNI dasabuvir (DSV) (Zeuzem, 2017).

beta
zavojnica

domena prstiju domena palca mjesto palca |

= : mjesto palca Il J

mjesto dlanal

aktivno mjesto

mjesto dlana Il

domena dlana

Slika 15. Kristalna struktura proteina NS5B s razli¢ito obojanim domenama palca (zeleno), dlana (plavo) i
prstiju (crveno) te oznaCenim aktivnim mjestom i glavnim alosterickim inhibitornim mjestima. Preuzeto i

prilagodeno iz: Watkins, 2019.

Nukleozidni inhibitori fosforiliraju se u stanicama pomocu stani¢nih kinaza te vezu kao
trifosfati za aktivno mjesto polimeraze NS5B oponasajuc¢i prirodne supstrate, Sto rezultira
terminacijom lanca tijekom replikacije virusnog genoma. Prednosti NI su snazna antivirusna
aktivnost, sposobnost inhibicije replikacije RNA razli¢itih genotipova HCV-a, odnosno
pangenotipska aktivnost zahvaljuju¢i visokoj konzerviranosti aktivnog mjesta, 1 izrazito visoka
barijera za pojavu rezistencije buduéi da je aktivno, tj. kataliticko mjesto, relativno netolerantno na

aminokiselinske supstitucije. Nedostatak NI je potencijalan utjecaj na polimeraze domacina buduci
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da aktivno mjesto za koje se vezu ima sli¢na svojstva medu razli¢itim tipovima polimeraza (Ahmed
I Felmlee, 2015; Sesmero i Thorpe, 2015; Sorbo i sur., 2018; Scheel i Rice, 2013; Precaido i sur.,
2014; Thompson, 2014; Zeuzem, 2017).

Inhibicija NS5B nekompetitivnim vezanjem za jedno od cetiri alostericka vezna mjesta
karakteristicna je za NNI koji time inhibiraju formiranje elongacijskog kompleksa, odnosno
sprecavaju konformacijske promjene enzima neophodne za njegovo funkcioniranje. Ovi inhibitori su
povezani s vjerojatnijim razvojem rezistencije, odnosno jednom od najnizih barijera za rezistenciju
medu svim DAA te nizom aktivno$¢u medu razli¢itim genotipovima buduci da ne postoji tako snazan
evolucijski pritisak za ofuvanje aminokiselinskog slijeda NNI veznih mjesta. (Scheel i Rice, 2013;
Di Maio i sur., 2014; Precaido i sur., 2014; Thompson, 2014; Ahmed i Felmlee, 2015; Sesmero i
Thorpe, 2015; Sorbo i sur., 2018).

1.8.4. Rezistencija na direktno djelujuée antivirusne lijekove (DAA)

Rezistencija se javlja kao posljedica nastanka mutacija, odnosno RAS, u genima ¢iji su
produkti ciljne strukture lijekova. Primarna rezistencija posljedica je egzistencije virusa u obliku
kvazivrsta, odnosno prijenosa rezistentnog soja kod prethodno nelijeCenih bolesnika, dok se
sekundarna rezistencija javlja uslijed nepotpune supresije virusne replikacije nakon lijeCenja DAA
(Wyles i Luetkemeyer, 2017). lako kombinacija DAA osigurava postizanje SVR-a u veéine bolesnika
neovisno o genotipu HCV-a, pojava rezistencije na DAA i dalje onemoguéuje njihov potpuni uspjeh.
Stoga je prisutna potreba za identifikacijom ucestalih mutacija povezanih s rezistencijom,
razumijevanju biokemijskih mehanizama koji su u pozadini rezistencije i razvoja novih terapijskih
strategija za lijeCenje osoba kod kojih inicijalna terapija ne poluci uspjeh (Li i Chung, 2019). Osim
toga, rezistencijske mutacije u regiji NS3 mogu biti postojane mjesecima, a u regiji NS5A godinama
nakon zavrSetka lijecenja smanjuju¢i moguénost uspjesnog ponovljenog lijeCenja te povecavajuci
rizik $irenja novih infekcija s varijantama HCV-a rezistentnima na DAA. Karakterizacija ovih
varijanti i njihov utjecaj na strategije lijeCenja i dalje predstavlja izazov (Khalaghadgi i sur., 2016;
Sorbo i sur., 2018).

1.8.5. Lijecenje kroni¢nog hepatitisa C u okviru rezistencije

Vjerojatnost pojave rezistencije moze se smanjiti koriStenjem komponenti koje imaju
visoku barijeru za rezistenciju, kao $to je nukleozidni polimerazni inhibitor, ili kombinacijom
nekoliko skupina DAA ¢iji se rezistencijski profili ne preklapaju (Scheel i Rice, 2013). Tri
pangenotipska rezima (SOF/VEL, SOF/DCV te GLE/PIB) ucinkovita su u lijeenju svih genotipova
HCV-a neovisno o prisutnosti ciroze. Ovi pangenotipski DAA pojednostavili su pristup lijeCenju
kroni¢nog hepatitisa C diljem svijeta (WHO, 2018; Baumert, 2018). Sposobnost nekih RAS da
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uzrokuju rezistenciju na razli¢ite DAA ¢ini ispitivanje rezistencije HCV-a potencijalnom
dijagnostickim metodom za prilagodbu terapije i poboljSanje vjerojatnosti viroloskog uspjeha
sekundarne terapije, narocito ako se istovremeno provodi na regiji NS3, NS5A 1 NS5B (Sorbo i sur.,
2018). U Hrvatskoj je tijekom 2019. godine 468 osoba lije¢eno DAA, od toga 52 % GLE/PIB, 29 %
SOF/VEL, 10 % GZR/EBR, 7 % SOF/LDV te 2 % SOF/VEL/VOX (Tablica 1) (Flisiak i sur., 2021).

Tablica 1. Najc¢escée koristeni direktno djelujuéi antivirusni lijekovi za lijeCenje kroni¢nog hepatitisa C u

Hrvatskoj u 2019. godini. Preuzeto i prilagodeno iz Flisiak i sur., 2021.

Tip terapije Kategorija DAA U?éﬁagi?ir'(r:'iezé%r)mj Ciljni genotip
inhibitor NS3 o
GLE/PIB + inhibitor NS5A 52,00 % pangenotipski
inhibitor NS5A 0 L
SOF/VEL + inhibitor NS5B 29,00 % pangenotipski
inhibitor NS3
GZR/EBR + inhibitor NS5A 10,00 % L
inhibitor NS5A o
SOF/ILDV + inhibitor NS5B 7,00% 14,56
inhibitor NS3
SOF/VEL/VOX + inhibitor NS5A 2,00 % pangenotipski
+ inhibitor NS5B

Kazalo - n: broj bolesnika; DAA: direktno djelujuéi antivirusni lijekovi; GLE: glecaprevir; PIB: pibrentasvir;

SOF: sofosbuvir; VEL: velpatasvir; GZR: grazoprevir; EBR: elbasvir; LDV: ledipasvir; VOX: voxilaprevir

Terapijske smjernice za bolesnike zarazene genotipom 3 HCV-a s prisutnom cirozom jetre
koji prethodno nisu primili DAA ukazuju kako je prije pocetka lijecenja SOF/VEL neophodno
potrebno provesti testiranje prisutnosti RAS na inhibitore NS5A te kako je lijecenje ovom
kombinacijom lijekova moguce provesti samo u onih bolesnika bez mutacije Y93H (HCV Guidance,
2020). Infekcija genotipom 3 povezana je s povecanim rizikom za razvoj jetrene steatoze, ciroze i
hepatocelularnog karcinoma, a prisutnost ciroze u kombinaciji s mutacijom Y93H smanjuje
uspjesnost postizanja SVR-a u ovih bolesnika na 84 — 88 % (Kanwal i sur., 2014, Bartolini i sur.,
2017, HCV Guidance, 2020). Nadalje, testiranje prisutnosti RAS na inhibitore NS5A potrebno je
provesti i ukoliko se za lijeCenje bolesnika zarazenih HCV-om podtipa la razmatra primjena
kombinacije GZR/EBR te se u slucaju prisutnosti aminokiselinskih supstitucija na polozajima 28, 30,
31 ili 93 regije genoma NS5A ne preporuca uporaba ovih lijekova. Naime, prisutnost NS5A RAS
povezana je s velikim smanjenjem osjetljivosti na elbasvir u bolesnika zarazenih HCV-om podtipa
la pri ¢emu je uoceno kako svega 22 — 58 % ovih bolesnika ostvaruje SVR (Zeuzem i sur., 2017;
HCV Guidance, 2020).

23



1.9. Metode analize genske raznolikosti i molekularne evolucije HCV-a

Tijekom posljednja dva desetljeca raste interes za prouCavanje filogenije 1 molekularne
evolucije HCV-a koje mogu pruziti vazne informacije o virusnoj klasifikaciji i epidemiologiji bolesti,
ukljucujuéi nadziranje i praéenje prijenosa ovog patogena. Nadalje, ove metode mogu biti korisne u
dijagnostici, izboru optimalnog nacina lijeCenja i pracenju bolesnika (Jackowiak i sur., 2014). Genska
raznolikost virusne populacije moze se analizirati pomocu tri metode: Sangerovim sekvenciranjem,
klonalnim sekvenciranjem ili sekvenciranjem nove generacije. Glavna razlika izmedu ovih
tehnologija je granica uocavanja virusnih varijanti u odnosu na njihov udio u ukupnoj virusnoj

populaciji.

Sangerovo sekvenciranje produkata umnozenih lan¢anom reakcijom polimeraze omogucuje
odredivanje RAV prisutnih u 15 — 20 % ukupne virusne populacije (Calleja i sur., 2016; Sharafi i
Alavian, 2018). Ova metoda moze se jednostavno provesti na klinickim uzorcima kako bi se dobila
konsenzusna sekvencija, koja pokazuje dominantne varijante prisutne u virusnoj populaciji. Zbog
velike razli¢itosti virusnih podtipova i genotipova za uspje$no umnazanje ciljanih nestrukturnih gena
potrebno je koriStenje pocetnica specificnih za genotip. Klonalno sekvenciranje odnosi se na
Sangerovo sekvenciranje individualnih klonova izoliranih iz klini¢kog uzorka nakon kloniranja
virusnih varijanti u plazmidni vektor i transformacije bakterijskog domacina. Svaka klonalna
sekvencija predstavlja jedinstvenu varijantu populacije prisutne u uzorku, a moguce je odrediti
varijante prisutne u 1 — 5 % ukupne virusne populacije, ovisno o broju analiziranih klonova. Medutim,
broj klonova koji se na ovaj naCin moze analizirati ogranicen je, a metoda je skupa i zahtjevna (Fourati
i Pawlotsky, 2015; Calleja i sur., 2016). Razvoj tehnologije sekvenciranja nove generacije naglo je
omogucio odredivanje virusnih populacija koje ¢ine samo 0,1 — 1 % ukupne virusne populacije.
Medutim, pokazalo se kako prisutnost RAS u manjem dijelu virusne populacije (<15 — 20 %) ne
utjeCe znacajno na ishod lijeCenja te se stoga Sangerovo sekvenciranje moze smatrati metodom izbora

za analizu genomske raznolikosti virusne populacije (Sharafi i Alavian, 2018; Li i Chung, 2019).

Razliciti elementi infekcije HCV-om mogu se uspjeSno pratiti pomocéu sekvencijskih
informacija dobivenih iz razli¢itih subgenomskih regija. Regija 5° UTR cesto se koristi za
dokazivanje HCV-a zahvaljujuci visokoj konzerviranosti medu genotipovima, dok se regija NS5B
pokazala narocito pouzdanom za genotipizaciju virusa (Murphy i sur., 2007). Medutim, ove dvije
regije ne sadrze dovoljno informacija za dokazivanje genetske povezanosti klini¢kih izolata.
Istrazivanja genetske povezanosti ¢esto se temelje na informacijama dobivenima iz hipervarijabilne
regije, medutim brza divergencija u ovoj regiji moze predstavljati izazov za istrazivanja molekularne
epidemiologije. Sekvenciranje viSe duzih subgenomskih regija predloZeno je kao alternativa kako bi

se premostila ograni¢enja uzrokovana brzom evolucijom HCV-a (Precaido, 2014).
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1.9.1. Metoda Sangerova sekvenciranja

Tehnologija Sangerova sekvenciranja danas se smatra tehnologijom sekvenciranja prve
generacije, a poznata je i kao sekvenciranje pomoc¢u enzimske terminacije lanca odnosno ,,dideoksi
sekvenciranje”. Razvio ju je Frederick Sanger 1975. godine, a komercijalizirana je 1977. godine te
se unato¢ uvodenju novih tehnologija danas velika koli¢ina sekvencijskih informacija dobiva upravo
ovom metodom. Temelji se na kori$tenju dideoksinukleotid trifosfata (ddNTP) kojima nedostaje 3'
hidroksilna skupina na tre¢em ugljikovom atomu riboze $to onemogucuje formiranje fosfodiesterske
veze s petim ugljikovim atomom riboze sljedeceg deoksinukleotid trifosfata (ANTP) i dovodi do
blokiranja polimerizacije DNA. Reakcijska smjesa sadrzi mjeSavinu dNTP-a i ddNTP-a koje DNA-
polimeraza nasumi¢no ugraduje u rastu¢i lanac DNA. Dideoksinukleotidi su oznaceni razliitim
molekulama flouorofora, a prilikom njihove ugradnje reakcija polimerizacije DNA staje, a nastala
molekula emitira signal koji upucuje na posljednji inkorporirani nukleotid (A, T, C ili G). Nakon
odgovarajuceg broja ciklusa umnazanja ukupan broj razli¢itih molekula jednak je broju nukleotida
koje sadrzi dani isjecak DNA, a u duzini se razlikuju za jedan nukleotid. Kapilarnom elektroforezom
ovih molekula dani isjecci bivaju poredani po rastucoj molekularnoj masi, a svaki se moze
identificirati prema fluoroforu karakteristicnom za odgovarajuc¢i ddNTP (Slika 16). Automatizacija
ove metode dovela je do povecanja duljine moguceg ocitanja, a time i povecanja brzine sekvenciranja
Sto zajedno s izrazitom tocnosc¢u €ini ovu metodu primjenjivom u brojnim podrucjima, ukljucujuéi

karakterizaciju virusnih kvazivrsta (Verma, Kulshrestha i Puri, 2016; Garrido-Cardenas i sur., 2017).
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Slika 16. Metoda Sangerova sekvenciranja. a) Prekid sinteze DNA prilikom ugradnje dideoksinukloetida
(ddNTP) zbog nedostatka 3' OH skupine za formiranje fosfodiesterske veze sa sljede¢im deoksinukleotidom
(dNTP) b) Nastanak fragmenata koji se razlikuju u duZini za jedan nukleotid i njihovo razdvajanje kapilarnom

elektroforezom c) Elektroferogram sekvencije DNA. Preuzeto i prilagodeno iz: Verma, Kulshrestha i Puri,
2016.

1.9.2. Metode za rekonstrukciju filogenetskih stabala

Metode za rekonstrukciju filogenetskih stabala dijelimo prema tome temelje li se na analizi
stanja karaktera sekvenci tj. njezinih sastavnih komponenti ili matrici udaljenosti te koriste li metodu
iscrpnog pretrazivanja ili postupnog klasteriranja (Yang i Rannala, 2012). Metode koje se temelje na
matrici udaljenosti poput susjednog sparivanja (eng. neighbor-joining) ra¢unaju udaljenosti izmedu
parova sekvencija i postepeno grupiraju one koje su medusobno najsli¢nije. Ova metoda je racunalno
jednostavna 1 relativno brza, no ne dozvoljava analizu doprinosa odredenog karaktera pojedinom
grupiranju te usporedbu razliCitih potencijalnih topologija stabala (Harrison 1 Langdale, 2006; Yang
I Rannala, 2012; Ajawatanawong, 2016). 1z tog razloga ¢es¢e su u uporabi metode temeljene na
analizi stanja karaktera sekvenci tj. njezinih sastavnih komponenti kao $to su metoda najvece
Stedljivosti (eng. maximum parsimony), metoda najvece vjerojatnosti (eng. maximum likelihood, ML)
te Bayesova metoda.
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Metoda najvece Stedljivosti temelji se na trazenju filogenetskog stabla za Ciju je izradu
potreban najmanji broj koraka. Ova metoda je jednostavna, ali ne dozvoljava unosenje bilo kakvih
pretpostavki ili poznatih informacija o evoluciji sekvencija dane skupine podataka. Metoda ML
zasniva se na procjeni duljine grana i topologije stabla na temelju nukleotidnog sravnjenja i
odabranog supstitucijskog modela, pri ¢emu se topologija stabla s najve¢om vrijednosti maksimalne
vjerojatnosti smatra najizglednijom (Felsenstein, 2004; Yang i Rannala, 2012; Ajawatanawong,
2016). Ova metoda je veoma precizna, no zahtijeva znacajne racunalne resurse te je neprakticna za
velike skupine podataka. StatistiCka podrska filogenetskih stabala, odnosno njihova reproducibilnost
i stabilnost topologije, moze se ispitati pomoci tzv. bootstrapping metode pri ¢emu se u izvorne
podatke uvode nasumicne varijacije tj. provodi se ponovno uzorkovanje putem stvaranja pseudo-
uzoraka zadani broj ponavljanja. Zadovoljavajué¢e pouzdanom filogenetskom vezom smatra se onom
u kojoj podrska grananja iznosi najmanje 70 % (Holmes, 2003; Felsenstein 1 sur., 2004; Harrison 1
Langdale, 2006; Yang i Rannala, 2012). Za velike koli¢ine podataka cesto se koristi sofisticiranija
Bayesova metoda temeljena na Bayesovoj statistici i algoritmu Markovljeva lanca Monte Carlo (eng.
Markov Chain Monte Carlo, MCMC) koja nastoji pronacéi stablo s najveCom posteriornom
vjerojatnos¢u za danu skupinu podataka (Yang i Rannala, 2012; Ajawatanawong, 2016). Za razliku
od metode ML, koja ¢imbenike u modelu smatra nepoznatim fiksnim konstantama, Bayesova metoda
ih smatra nasumi¢nim varijablama sa statistickom raspodjelom. Prije analize podataka ¢imbenicima
se dodjeljuje prethodna raspodjela, koja u kombinaciji s vrijednostima samih podataka daje
posteriornu raspodjelu. MCMC je simulacijski algoritam bioloskih procesa koji nasumi¢nim
posjecivanjem ¢imbenika modela frekvencijom proporcionalnom s njihovom posteriornom

vjerojatnos§¢u generira uzorak iz ciljne raspodjele (Yang i Rannala, 2012).
1.9.2.1. Supstitucijski modeli

Razli¢iti modeli evolucije sekvencija DNA razlikuju se u ¢imbenicima koje koriste kako bi
opisali brzinu kojom jedan nukleotid zamjenjuje drugog tijekom vremena. Model JC69 (Jukes i
Cantor, 1969) najjednostavniji je model nukleotidne supstitucije koji pretpostavlja da se sve
supstitucije odvijaju jednakom brzinom te da su sve nukleotidne baze zastupljene s jednakom
ucestalos$¢u (Jukes i Cantor, 1969). Model K80 (Kimura, 1980) pretpostavlja kako brzina tranzicija
A < G i C < T ne mora biti jednaka brzini transverzija A < C i G « T, ali frekvenciju svih
nukleotidnih baza i dalje smatra jednakom (Kimura, 1980). Model HKY85 (Hasegawa, Kishino i
Yano, 1985) osim razlicite brzine tranzicija A <> G i C <> T U odnosu na transverzije A <> Ci G <
T dozvoljava i razli¢itu frekvenciju svih nukleotidnih baza (Hasegawa, Kishino i Yano, 1985). Model
TN93 (Tamura i Nei, 1993) osim razli¢ite brzine tranzicija u odnosu na transverzije dozvoljava i

razli¢ite brzine tranzicija A <> G u odnosu na tranzicije C <> T te razli¢itu ucestalost pojave
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nuklotidnih baza (Tamura i Nei, 1993). Naposlijetku, opéi vremenski reverzibilni (eng. general time
reversible, GTR) model dozvoljava razli¢ite brzine supstitucije izmedu svakog para nukleotida
jednako kao i razlicite frekvencije svih nukleotidnih baza (Slika 17) (Tavare, 1986; Yang i Rannala,

2012, Abadi i sur., 2019).

JC69 K80 HKY85

O=0 O0=20 OO

1IN DX 10X
O—=0 O=0 =0

Slika 17. Markovljevi modeli nukleotidne supstitucije. Debljina strelica upucuje na stopu supstitucije Cetiri
nukleotida: timin (T), citozin (C), adenin (A), gvanin (G), dok veli¢ine krugova predstavljaju frekvencije
nukleotida kada je supstitucijski proces u ravnotezi (JC69: Jukes i Cantor, 1969; K80: Kimura, 1980; HKY85:
Hasegawa, Kishino i Yano, 1985). Preuzeto i prilagodeno iz: Yang i Rannala, 2012.

Prvi supstitucijski modeli pretpostavljali su kako sva mjesta odredene skupine sekvencija
evoluiraju uniformnom brzinom. Danas se u filogenetskim analizama cesto primjenjuje gama
raspodjela (eng. gamma distribution, G) kako bi se modelirao stupanj raznolikosti stope supstitucije
na razli¢itim mjestima nukleotidnog sravnjenja, odnosno moguénost brze ili sporije evolucije
pojedinih mjesta u odnosu na druge. Jednako tako, neka mjesta nukleotidnog sravnjenja moguce je
smatrati nevarijabilnima (eng. invariable, I) (Sullivan i Joyce, 2005, Scornavacca, Delsuc i Galtier,
2020). KoriStenje suvise jednostavnih modela s nedostatnom parametrizacijom moze dovesti do
naizgled manjih genskih udaljenosti, podcjenjivanja broja stvarnih supstitucija i neto¢nih
filogenetskih odnosa. Koristenje sloZenijih modela poboljSava odnos podataka 1 modela, ali
pretjeranom parametrizacijom moze do¢i do gubitka snage razlucivanja, snazne korelacije medu
¢imbenicima 1 ekstremne osjetljivosti na pretpostavke unesene koriStenjem odabranog modela
(Nascimento, Reis i Yang, 2017; Sullivan i Joyce, 2005). Stoga je odabir adekvatnog supstitucijskog

modela preduvjet za uspjesne filogenetske analize.
1.9.2.2. Demografski modeli i modeli molekularnog sata

Vrijeme divergencije taksona moze se odrediti pomo¢u molekularnog sata prema kojemu
molekule DNA nakupljaju promjene stalnom brzinom tijekom vremena (Zuckerkandl i Pauling,
1962). Molekularni sat potrebno je kalibrirati kako bi dobivene vrijednosti bile izraZene na apsolutnoj,
a ne relativnoj vremenskoj skali. Jedan od nacina kalibracije molekularnog sata jest pomocu

heterokronih sekvencija ukoliko je vremenski raspon uzorkovanja dovoljno dugac¢ak za akumulaciju
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genskih promjena (Ho i Duchéne, 2014). Model strogog molekularnog sata pretpostavlja da se
evolucija svake grane filogenetskog stabla odvija jednakom brzinom, dok model nekoreliranog
relaksiranog sata dozvoljava nezavisnu brzinu evolucije svake pojedine grane koja ne ovisi o brzini

evolucije susjednih grana (Drummond i sur., 2006).

Koalescentne metode zahtijevaju i odabir odgovaraju¢eg demografskog modela, odnosno
matematicke funkcije koja se koristi za opis promjena u efektivnoj velicini populacije tijekom
vremena. Demografski modeli mogu biti parametrijski, kao Sto su model konstantne ili
eksponencijalne populacije, ili neparametrijski kao $to je fleksibilni model Bayesova horizonta.
Model konstantne populacije najprikladniji je za primjenu na populaciji za koju se pretpostavlja da je
stabilne veli¢ine od vremena zadnjeg zajednickog pretka uzoraka, dok je model eksponencijalne
populacije prikladan za analizu uzoraka iz ranih stadija epidemije buduci da je inicijalni epidemijski
rast Cesto priblizno eksponencijalan (Slika 18) (Drummond i sur., 2005; Volz, Koelle i Bedford,
2013).

A B

eksponencijalni rast populacije konstantna veli¢ina populacije

Ne Ne

e ) .. >
vrijeme vrijeme

Slika 18. Pojednostavljeni modeli virusnih filogenetskih odnosa koji prikazuju u¢inak promjene u veli¢ini
virusne populacije. A) eksponencijalni rast populacije B) konstantna veli¢ina populacije (Ne: veli¢ina virusne

populacije). Preuzeto i prilagodeno iz Volz, Koelle i Bedford, 2013.

Neparametrijski model Bayesova horizonta koji dozvoljava slozeniju demografiju populacije
temelji se na principu procjene promjene efektivne veli¢ine populacije tijekom koalescentnih
dogadaja. Ovaj model dozvoljava promjenu efektivne veli€ine populacije arbitraran broj puta pri
c¢emu se pretpostavlja kako je veli€ina efektivne populacije stalna izmedu to¢aka promjene, ali se

tijekom koalescentnih dogadaja moze naglo promijeniti (Drummond i sur., 2005; Villanea, Kitchen 1
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Kemp, 2020). Vrijeme izmedu sadaSnjosti i vremena najstarijeg zajednickog pretka (eng. time to most
recent common ancestor, tMRCA) podijeljeno je u segmente, a tocke promjene segmenata odredene
su grupiranjem susjednih koalescetnih dogadaja (Slika 19). Navedeni model je koristan ukoliko su
analizirani podaci izrazito informativni o proslosti populacije ili kada demografska povijest
populacije nije primarni objekt interesa te je pozeljan fleksibilan model s minimalnim pretpostavkama

(Drummond i Rambaut, 2007).

(a) ®
@
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veli¢ina populacije

-

vrijeme prije sadasSnjosti

Slika 19. Procjena demografske povijesti iz genealogije filogenetskog stabla. a) procijenjena genealogija s
duljinama grana proporcionalnih vremenu uz oznafene koalescentne intervale (yi) b) procjena veli¢ine

populacije za svaki koalescentni interval. Preuzeto i prilagodeno iz: Ho i Shapiro, 2011.
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2. CILJEVI | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
2.1. Ciljevi istrazivanja

1) Odrediti prevalenciju primarne rezistencije bolesnika zarazenih HCV-om podtipa la, 1b i 3a
ukljucenih u klini¢ku skrb u razdoblju 2016. — 2019. godine na direktno djelujuce antivirusne lijekove
iz skupine inhibitora proteina NS3, inhibitora proteina NS5A i inhibitora proteina NS5B te uCestalost

1 klinicku znacajnost pojedinih supstitucija povezanih s rezistencijom.

2) Filogenetskom i filodinamickom analizom karakterizirati gensku raznolikost, dinamiku
rasprostranjivanja i epidemiolosku povijest pojedinih podtipova HCV-a uklju¢ujuéi stopu evolucije

te vrijeme zadnjeg zajednickog pretka

2.2. Hipoteze istraZivanja

1) Prevalencija primarne rezistencije svih podtipova HCV-a bit ¢e viSa na inhibitore proteina NS3 i
NS5A koji inhibiraju virusnu proteazu NS3 odnosnho nestrukturni protein 5A, u odnosu na

nukleozidne inhibitore proteina NS5B koji inhibiraju virusnu polimerazu.

2) Prevalencija primarne rezistencije bit ¢e visa u bolesnika zarazenih podtipom la i 1b u odnosu na

ispitanike zarazene podtipom 3a HCV-a.

3) Transmisijski klasteri bit ¢e ¢e$¢i u bolesnika zarazenih HCV-om podtipa 3a koji je dominantan u

intravenskih korisnika opojnih droga.
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3. MATERIJALI | METODE

Ovo istrazivanje provedeno je u sklopu znanstveno-istrazivackog projekta Znanstvenog
centra izvrsnosti za virusnu imunologiju i cjepiva ,,Jacanje kapaciteta CerVirVac-a za istrazivanja u
virusnoj imunologiji i vakcinologiji” (MIS kod: KK.01.1.1.01.0006) financiranog od strane
Europskog fonda za regionalni razvoj. Eticko povjerenstvo Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran
Mihaljevi¢” (KZIB) odobrilo je istrazivanja u sklopu navedenog projekta za Element projekta 6

(Karakterizacija steCene imunosti na virus hepatitisa C) na sjednici 10. svibnja 2021. godine.
3.1. Materijali
3.1.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 300 osoba s kroni¢nim hepatitisom C koje prethodno nisu bile
lijecene direktno djeluju¢im antivirusnim lijekovima, a bile su ukljuc¢ene u skrb KZIB i Referentnog
centra za virusni hepatitis Ministarstva zdravstva Republike Hrvatske u sklopu predterapijske obrade
u razdoblju od sije¢nja 2016. do prosinca 2019. godine. Kriteriji za ukljucivanje bili su: (1) dob > 18
godina, (2) viremija >1000 internacionalnih jedinica (eng. international units, IlU) RNA HCV-a po
ml seruma te (3) podtip HCV-a 1a, 1b ili 3a. Odabrani demografski, klinicki i laboratorijski ¢cimbenici
(spol, dob, rizi¢an ¢imbenik za infekciju, stadij fibroze, viremija HCV-a i podtip HCV-a) prikupljeni
su iz baze podataka Referentnog centra za dijagnostiku 1 lijeCenje virusnih hepatitisa Republike
Hrvatske u KZIB. Istrazivanje je provedeno na Odjelu za imunolosku i molekularnu dijagnostiku
KZIB, u Ambulanti za virusni hepatitis i Referentnom centru za virusni hepatitis Ministarstva

zdravstva Republike Hrvatske.
3.1.2. Bioloski uzorci

Bioloske uzorke za odredivanje rezistencije HCV-a na direktno djelujuce antivirusne lijekove
te filogenetsku 1 filodinamic¢ku karakterizaciju virusne populacije prikupila sam u Ambulanti za
virusni hepatitis tijekom redovitih kontrola bolesnika u KZIB. U istrazivanju sam Kkoristila serume
dobivene centrifugiranjem periferne krvi uzete venepunkcijom u sterilnu epruvetu bez antikoagulansa
pri 959 x g 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Odvojene serume pohranila sam pri -20 °C do analize.
Tijekom istrazivanja koristila sam iskljuivo ostatne dijelove seruma prikupljene u svrhu

dijagnostickih postupaka tijekom redovitih kontrola bolesnika u KZIB.
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3.1.3. Reagensi i kemikalije

3.1.3.1. Set reagensa za izolaciju virusne RNA
e QIlAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Njemacka)

o nosa¢ RNA (carrier RNA)

o pufer za lizu koji sadrzi soli i deterdzente (AVL)

o pufer za ispiranje 1 (AW1)

o pufer za ispiranje 2 (AW2)

o elucijski pufer koji sadrzi vodu bez RNaza s 0,04 % natrijevog azida (AVE)
e etanol (T.T.T.d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

3.1.3.2. Set reagensa za umnazanje gena NS3, NS5A i NS5B lan¢anom reakcijom

polimerazom s reverznom transkripcijom

e Superscript™ 111 One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq High Fidelity DNA
Polymerase Kit (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

o 2x koncentrirana reakcijska smjesa 2x Reaction Mix koja sadrzi 0,4 mM svakog
dNTP-ai 2,4 mM MgSO4
o smjesa enzima SuperScript™ III Reverse Transcriptase i Platinum® Taq High
Fidelity DNA Polymerase koja uklju¢uje Taqg DNA-polimerazu, Pyrococcus sp. GB-
D-polimerazu s 3'-5'-egzonukleaznom aktivno$¢u i Platinum® Taq antititijela koja
blokiraju polimeraznu aktivnost na sobnoj temperaturi
e specificne pocetnice, S0 uM (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, SAD)
(Tablica 2)
e voda, PCR-grade (Roche, Basel, Svicarska)

3.1.3.3. Set reagensa za umnaZanje gena NS3, NS5A i NS5B ugnijeZzdenom lan¢anom

reakcijom polimerazom

e FastStart High Fidelity PCR System kit (Roche, Basel, Svicarska)

o 10x koncentriran reakcijski pufer koji sadrzi 18 mM MgCl»
o smjesa koja sadrzi 10 mM svakog dNTP-a
o smjesa FastStart High Fidelity Enzyme Blend 5U/ul koja ukljucuje enzim FastStart
Taq DNA-polimerase i termostabilni protein s 3'-5'-egzonukleaznom aktivno$¢u koji
se aktiviraju zagrijavanjem na 95°C
e specificne pocetnice, S0 uM (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, SAD)
(Tablica 3)
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e voda, PCR-grade (Roche, Basel, Svicarska)
3.1.3.4. Set reagensa za odredivanje koncentracije amplikona

o  Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

o  Qubit® dsDNA BR Reagent
o Qubit® dsDNA BR Buffer
o Qubit® dsDNA BR Standard 1 1 Standard 2

3.1.3.5. Set reagensa za reakciju sekvenciranja

e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, SAD)

o BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix koji sadrzi enzim AmpliTaqg® DNA-
polimerase, svaki od ANTP i ddNTP oznacen fluorokromima (ddGTP oznacen dR110,
ddATP oznacen dR6G, ddTTP oznac¢en d-TAMRA i ddCTP ozna¢en dROX)

o bx koncentriran pufer za sekvenciranje 5X Sequencing Buffer koji sadrzi 175 mM Tris
HCl i 1,25 mM MgCl:

e specifi¢ne pocetnice, 2,5 uM (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, SAD)
(Tablica 3)

e voda bez RNaza i Dnaza, DEPC-Treated Water (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, SAD)

3.1.3.6. Reagensi za procis¢avanje produkata reakcije sekvenciranja

e otopina natrijeva acetata, 3M, pH 5,2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
e etanol (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e visoko deionizirani formamid (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD)

3.1.3.7. Reagensi za sekvenciranje

e anodni pufer (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD)
e Kkatodni pufer (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD)
o polimer za sekvenciranje POP-7 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD)
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Tablica 2. Pocetnice za umnaZanje gena NS3, NS5A i NS5B podtipova 1a, 1b i 3a virusa hepatitisa C.

REGUA | PODTIP y TP SLIJED NUKLEOTIDA (5'-3) POLOZA] EJ AUTORI
POCETNICE GENOMU
la uzvodna ATGGAGACCAAGCTCATCACGTGGG 3276 — 3300 Dietz i sur., 2015
nizvodna ACCCGCCGTCGGCAAGGAACTTGCCGTA 4227 4254 Dietz i sur., 2015
& n uzvodna TGGAGACYAAGMTCATYACSTGGG 3277 — 3300 Gozlan i sur., 2017
P nizvodna CCARGACYGTGCCRATGCCCA 4321 - 4339 Zhou i sur., 2017
2 uzvodna TACGACCACCTAGCGCCAATG 3276 — 3297 vlastite poéetnice (Ye i sur., 2012)
nizvodna GGGACCTTTGTGCTCTTAC 4045 — 4063 vlastite pocetnice (Ye i sur., 2012)
uzvodna ACATCCTTGCAGGGTATGG 5890 — 5908 Dietz i sur., 2017
ta nizvodna GACCACAGGTGGTTCGTAG 7256 — 7274 Dietz i sur., 2017
% n uzvodna TGGATGAACCGGCTGATAG 6084 — 6102 McCormick i sur., 2015
% nizvodna CCACAGGAGRTTGGCCTC 7023 — 7040 McCormick i sur., 2015
uzvodna TGGATGAACAGGCTCATYGC 6084 — 6103 McCormick i sur., 2015
% nizvodna ATGTTRCTGCCCATCTCTTG 7044 — 7063 McCormick i sur., 2015
uzvodna CTYAGCGACGGRTCRT 7539 — 7554 Peres-da-Silva, de Almeida i Lampe, 2017
2 nizvodna TCACGGGTRAGGTARTAGAC 8742 — 8761 Peres-da-Silva, de Almeida i Lampe, 2017
n uzvodna TCYTGGTCTACYGTRAG 7551 — 7568 Peres-da-Silva, de Almeida i Lampe, 2017
m nizvodna AGGARCATGATGTTATCARCTC 8682 — 8703 Peres-da-Silva, de Almeida i Lampe, 2017
g uzvodna GCTCGTCTATGCCTCCTCTC 7497 — 7517 vlastite pocetnice (Ye i sur., 2012)
. nizvodna AAGGTCGTAAGTGGCCTGTG 8673 — 8693 vlastite pocetnice (Ye i sur., 2012)
uzvodna TATGAYACCCGCTGYTTYGA 8256 — 8275 Akaberi i sur., 2018
ta/to/sa nizvodna GGGCAYGHGACABGCTGTGA 9284 — 9303 Akaberi i sur., 2018

Kazalo - *: prema referentnoj sekvenciji H77 (GenBank pristupni broj: AF009606)
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Tablica 3. Pocetnice za ugnijezdeno umnazanje gena NS3, NS5A i NS5B podtipova 1a, 1b i 3a virusa hepatitisa C.

REGIJA | PODTIP 5 TP SLIJED NUKLEOTIDA (5'-3") POLOZA] EJ AUTORI
POCETNICE GENOMU
la uzvodna CGAYGGAATGGTCTCCAAG 3386 — 3404 Nejabat i sur., 2019
nizvodna CRGCAACRGAGGGGTTGAG 4101 — 4119 Nejabat i sur., 2019
o™ 1b uzvodna ACSGCRGCRTGYGGGGAC 3309 — 3326 Vallet i sur., 2011
% nizvodna GTGCTCTTRCCGCTRCCRGT 4035 - 4054 Vallet i sur., 2011
3a uzvodna ATACAGCGGCTTGCGGAG 3307 - 3325 vlastite poéetnice (Ye i sur., 2012)
nizvodna GCAGGAGGAGTTGAATTGTC 3975 — 3995 vlastite poéetnice (Ye i sur., 2012)
la uzvodna TGGATGAACCGGCTGATAG 6084 — 6102 Dietz i sur., 2017
nizvodna ATGTTGCCGCCCATCTC 7047 — 7063 Dietz i sur., 2017
< 1b uzvodna TCCCCCACGCACTAYGTG 6129 — 6146 McCormick i sur., 2015
§ nizvodna CTRGCYGARGAGCTGGCC 6935 — 6952 McCormick i sur., 2015
3a uzvodna GCTCATCGCGTTCGCATCC 6095 - 6114 vlastite pocetnice (Ye i sur., 2012)
nizvodna CCTATGCGTCTGGCAAGTGG 7005 — 7025 vlastite pocetnice (Ye i sur., 2012)
la uzvodna TCGTGTGYTGCTCRATG 7591 — 7607 Peres-da-Silva, de Almeida i Lampe, 2017
nizvodna TACCTGGTCATAGCCTCC 8621 — 8638 Peres-da-Silva, de Almeida i Lampe, 2017
1b uzvodna TCYTGGTCTACYGTRAG 7551 — 7568 Peres-da-Silva, de Almeida i Lampe, 2017
m nizvodna CCTAGTCATAGCCTCCGT 8619 — 8636 Peres-da-Silva, de Almeida i Lampe, 2017
§ 3a uzvodna CGACTCTTGGTCCACCGTTAG 7590 — 7611 vlastite pocetnice (Ye i sur., 2012)
nizvodna GCTCTCAGGGCTGCTCTATC 8595 - 8615 vlastite pocetnice (Ye i sur., 2012)
la/1b/3a | uzvodna ACCCGCTGYTTYGACTCVAC 8262 — 8281 Akaberi, 2018
nizvodna GACASGCTGWGATADATGTC 9276 — 9295 Akaberi, 2018

Kazalo - *: prema referentnoj sekvenciji H77 (GenBank pristupni broj: AF009606)
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3.1.4. Racunalni programi i alati

e Vector NTI verzija 11.5 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)

e geno2pheno [hcv] algoritam (Kalaghatgi i sur., 2016)

e Basic local alignment search tool (BLAST) (Altschul i sur., 1990)

e ClustalX verzija 2.1 (Larkin i sur., 2007)

e AliView verzija 1.27 (Larsson, 2014)

e Molecular Evolutionary Genetics Analyses (MEGA) verzija 10.2.6 (Kumar i sur., 2018)

e jModelTest verzija 2.1.4 (Darriba i sur., 2012)

e iTol verzija 6.4.2. (Letunic i Bork, 2021)

e ClusterPickerGUI verzija 1.2.1 (Ragonnet-Cronin i sur. 2013)

e Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees (BEAST) verzija 2.2.6 i pripadajuci
programi (Bouckaert i sur., 2012)

e jModelTest verzija 2.1.5. (Posada, 2008)

e Tracer verzija 1.7.1 (Rambaut, 2018)

e Statistica verzija 13.5. (TIBCO, 2018)

3.1.5. Baze podataka
e GenBank Nucleotide Sequence Database (Benson i sur., 2012)
e The Los Alamos HCV Sequence Database (Kuiken, 2005)
e HCV Classification Database (ICTV, 2019)
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3.2. Metode
3.2.1. Izolacija RNA HCV-a

Za izolaciju virusne RNA koristila sam standardizirani set reagensa Ql1Aamp Viral RNA Mini
Kit (Qiagen, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Ukupnu virusnu RNA izolirala sam iz 140 pl
seruma pomocu sustava QlIAamp Mini Spin kolona s membranom od silikagela (Qiagen, Njemacka).
Svakom uzorku sam dodala 560 pl pufera za lizu (AVL) i 6 ul nosata RNA, promijesala te inkubirala
pri sobnoj temperaturi 10 minuta. Nakon inkubacije dodala sam 560 pl 96 %-tnog etanola,
promijesala te u dva navrata volumen od 630 pl prenijela na kolonu postavljenu u epruvetu za
sakupljanje i centrifugirala 1 min pri 6.000 x g pri sobnoj temperaturi uz mijenjanje epruvete za
sakupljanje. Potom sam provela dva ispiranja s po 500 ul pufera AW1, odnosno AW2, i centrifugiranje
1 min pri 6.000 x g, odnosno 3 min pri 20.000 x g pri sobnoj temperaturi uz mijenjanje epruvete za
sakupljanje. Kako bi se osiguralo potpuno uklanjanje pufera, kolonu sam prebacila u ¢istu epruvetu
za sakupljanje i centrifugirala 1 min pri 20.000 x g. Kako bih virusnu RNA isprala s kolone dodala
sam 60 pl pufera AVE, inkubirala 1 min pri sobnoj temperaturi te centrifugirala 1 min pri 6.000 x g.
Na ovaj na¢in uspjesno sam eluirala najmanje 90 % virusne RNA koju sam odmah koristila u daljnjem
procesu umnazanja regija NS3, NS5A i NS5B virusnog genoma. Ostatak izolata pohranila sam pri -
20 °C.

3.2.2. Umnazanje regija NS3, NS5A i NS5B virusnog genoma

Umnazanje regija proteaze NS3, domene | regije NS5A te parcijalne regije NS5B virusnog
genoma provela sam metodom lan¢ane reakcije polimerazom s reverznom transkripcijom. Za
prepisivanje molekule RNA u komplementarnu cDNA i umnazanje ciljnih regija virusnog genoma
koristila sam set reagensa Superscript™ 11l One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq High
Fidelity Polymerase Kit (Invitrogen, SAD) uz odgovarajuce pocetnice specifiéne za pojedini podtip
(1a, 1b, 3a) virusa i regiju (NS3, NS5A, NS5B) virusnog genoma (Tablica 2). Reakcijska smjesa
ukupnog volumena 25 pl sadrzavala je: 12,5 pl reakcijske smjese 2X Reaction Mix, 0,5 pl
odgovarajuce uzvodne pocetnice (50 uM), 0,5 ul odgovarajuce nizvodne pocetnice (50 uM), 0,5 ul
smjese enzima SuperScript™ [II Reverse Transcriptase | Platinum® Taq High Fidelity DNA
Polymerase, 6,5 ul vode te 5 pl izolirane RNA HCV-a. Reakcijsku smjesu pripremila sam u
epruvetama od 0,2 mL (Applied Biosystems, SAD) te stavila na umnazanje u termociklicki
amplifikator ProFlex™ 3 x 32-well PCR System (Applied Biosystems, SAD) prema uvjetima

navedenima u Tablici 4.
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Tablica 4. Uvijeti lanCane reakcije polimerazom s reverznom transkripcijom za umnazanje regija NS3, NS5A

i NS5B genoma virusa hepatitisa C.

45 ciklusa zavr$no
KORAK/ reverzna pocetna denaturacija | vezanje produljenje | produljenje | hladenje
UVIJETI transkripcija | denaturacija podetnica lanca lanca
temperatura 50°C 94 °C 94 °C 55°C 68 °C 68 °C 4°C
vrijeme 30 min 2 min 20s 30s 90s 5 min 0

Kako bi se povecala osjetljivost, odnosno smanjila koli¢ina nespecifi¢nih produkata, produkte
dobivene lan¢anom reakcijom polimerazom s reverznom transkripcijom koristila sam kao kalup za
drugo umnazanje pomoc¢u metode ugnijezdene lanc¢ane reakcije polimerazom. Pritom sam Koristila
set reagensa FastStart High Fidelity PCR System Kit (Roche, Svicarska) uz odgovarajuée pocetnice
specificne za pojedini podtip (la, 1b, 3a) virusa i regiju (NS3, NS5A, NS5B) virusnog genoma
(Tablica 3). Reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 pl sadrzavala je: 2,5 ul reakcijskog pufera 10X
High Fidelity Reaction Buffer, 0,5 uL smjese nukleotida dNTP mix, 0,2 ul odgovarajuce uzvodne
pocetnice (50 uM), 0,2 ul odgovarajuce nizvodne pocetnice (50 uM), 0,25 pl smjese enzima FastStart
High Fidelity (5U/ul), 20,35 pul vode te 1 ul DNA HCV-a dobivene u prethodnom koraku umnazanja.
Reakcijsku smjesu pripremila sam u epruvetama od 0,2 mL (Applied Biosystems, SAD) te stavila na
umnazanje u termocikli¢ki amplifikator ProFlex™ 3 x 32-well PCR System (Applied Biosystems,

SAD) prema uvjetima navedenima u Tablici 5.

Tablica 5. Uvjeti ugnijezdene lancane reakcije polimerazom za umnazanje regija NS3, NS5A i NS5B genoma

virusa hepatitisa C.

45 ciklusa Zavr$no
KORAK/ pocetna denaturacija vezanje produljenje produljenje hladenje
UVJETI denaturacija pocetnica lanca lanca
temperatura 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C 72 °C 4°C
vrijeme 2 min 30s 30s 60 s 7 min o0

Koncentraciju DNA HCV-a u dobivenim amplikonima izmjerila sam pomocu seta reagensa
Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Invitrogen, SAD) koristenjem uredaja Qubit Fluorometer
(Invitrogen, SAD). Amplikone sam pohranila pri -20 °C ili koristila odmah u sljede¢em koraku

sekvenciranja odgovarajuce regije virusnog genoma.
3.2.3. Sekvenciranje regija NS3, NS5A i NS5B virusnog genoma

Slijed nukleotida amplikona dobivenih ugnijezdenom lanc¢anom reakcijom polimerazom koji

obuhvacaju regiju NS3, NS5A i NS5B virusnog genoma odredila sam metodom Sangerova
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sekvenciranja. Pritom sam Koristila set reagensa BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, SAD) uz odgovarajuée pocetnice specificne za pojedini podtip (la, 1b, 3a)
virusa i regiju (NS3, NS5A, NS5B) virusnog genoma (Tablica 3). Ovisno o izmjerenoj koncentraciji
amplikone DNA sam razrijedila kako bi ukupna koli¢ina DNA koristena u reakciji sekvenciranja bila
5 — 20 ng. Za svaki uzorak pripremila sam dvije reakcijske smjese s uzvodnom odnosno nizvodnom
pocetnicom. Svaka reakcijska smjesa ukupnog volumena 10 pul sadrzavala je: 2 pl reakcijskog pufera
5X Sequencing Buffer, 0,6 ul odgovarajuc¢e uzvodne ili nizvodne pocetnice (2,5 uM), 0,5 ul smjese
BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix, 5,9 ul vode te 1 pl razrijedene DNA HCV-a.
Reakcijsku smjesu pripremila sam u epruvetama u nizu od 0,2 mL s poklopcima (Applied
Biosystems, SAD) te stavila na umnazanje u termocikli¢ki amplifikator GeneAmp™ PCR System
9700 (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uvjetima navedenim u Tablici 6.

Tablica 6. Uvjeti reakcije sekvenciranja regija NS3, NS5A i NS5B genoma virusa hepatitisa C.

25 ciklusa
KORAK/ pocetna denaturacija vezanje produljenje lanca hladenje
UVIJETI denaturacija pocetnica
temperatura 96 °C 96 °C 50 °C 60 °C 4°C
vrijeme 1 min 10s 5s 4 min o0

Kako bih uklonila neugradene dideoksinukleotide, pocetnice i soli, proc€istila sam produkte
reakcije sekvenciranja. Najprije sam u svaki uzorak dodala 2 pL natrijeva acetata (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, SAD) i 50 uL 96 %-tnog etanola (T.T.T. d.o.0., Hrvatska) te ih centrifugirala pri
2000 x g 20 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja supernatanta u svaki sam uzorak dodala
150 puL hladnog 70 %-tnog etanola (T.T.T. d.o.o0., Hrvatska) i centrifugirala pri 2000 x g 5 minuta pri
sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja supernatanta uzorke sam otopila u 20 puL visoko deioniziranog
formamida (Applied Biosystems, SAD) te ih stavila u termocikli¢ki amplifikator GeneAmp™ PCR
System 9700 (Thermo Fisher Scientific, SAD) pri 95 °C u trajanju od 2 minute nakon ¢ega su ohladeni
pri 4 °C. Uzorke sam prenijela u plo€icu s 96 jazica sa septom, stalkom i poklopcem (Applied
Biosystems, SAD) te ih stavila u uredaj ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
SAD) gdje su kapilarnom elektroforezom razdvojeni isjecci DNA sintetizirani u sekvencijskoj
reakciji. Pri tom je koriSten osmokapilarni set 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array, 50 cm
(Applied Biosystems, SAD), polimer POP-7 (Applied Biosystems, SAD) te modul Standard

sequencing u trajanju od 125 minuta.
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3.2.4. Bioinformati¢ka analiza sekvencija

Nukleotidne sljedove ispitivanih sekvencija pregledala sam u programu Vector NTI v.11.5
(Thermo Fisher Scientific, SAD) u kojem sam ujedno poravnala sekvencije dobivene pomocéu
nizvodne 1 uzvodne pocetnice za svaki uzorak te ispravila pogreSno ocCitane signale. Uredene
sekvencije pohranila sam u formatu FASTA i koristila za odredivanje rezistencije HCV-a na direktno

djelujuce antivirusne lijekove te filogenetske i filodinamicke analize.
3.2.4.1. Odredivanje mutacija koje uzrokuju rezistenciju HCV-a na DAA

Pomocu algoritma geno2pheno [hcv] dobivene sekvencije usporedila sam s referentnim
sekvencijama za podtip 1a (pristupni brojevi baze podataka GenBank: AF009606, M62321, M67463,
HQ850279, EF407457), podtip 1b (pristupni brojevi baze podataka GenBank: D90208, M58335,
EU781827, EU781828) i podtip 3a (pristupni brojevi baze podataka GenBank: D17763, D28917,
X76918, JN714194) te provjerila postojeu genotipsku Kklasifikaciju ispitivanih sekvencija.
Algoritam geno2pheno [hcv] koristila sam i za odredivanje prisutnosti mutacija koje uzrokuju
rezistenciju na direktno djelujuce antivirusne lijekove. Analizirala sam primarnu rezistenciju na sve
inhibitore proteaze NS3 (BOC, GLE, GZV, PTV, SMV, TPV, VOX), sve inhibitore proteina NS5A
(DCV, EBR, LDV, OBV, PIB, VEL) te NI polimeraze NS5B SOF. Primarnu rezistenciju definirala
sam kao prisutnost jedne ili viSe mutacija iz skupine klini¢ki znacajnih rezistencijskih mutacija ili
mutacija koje uzrokuju smanjenu osjetljivost na najmanje jedan direktno djelujuéi antivirusni lijek iz
pojedine skupine. Podloznost lijekovima definirala sam kao odsutnost mutacija ili prisutnost mutacija
koji nemaju dokazani u¢inak na smanjenje ucinkovitosti pojedinog direktno djeluju¢eg antivirusnog

lijeka.
3.2.4.2. Filogenetska analiza sekvencija

Sekvencije dobivene Sangerovim sekvenciranjem nadopunila sam referentnim sekvencijama
za odgovarajuci genotip HCV-a navedenim u poglavlju 3.2.4.1 te kontrolnim sekvencijama. Za svaku
dobivenu sekvenciju pretrazivanjem GenBank baze podataka pomocu algoritma BLAST odabrala
sam 10 najsli¢nijih kontrolnih sekvencija koje zadovoljavaju sljedece kriterije: (1) nisu klonalne niti
nastale rekombinacijom; (2) poznatog su genotipa; (3) poznate su drzave porijekla; (4) poznatog Su
datuma uzorkovanja te (5) imaju najmanje 90 % podudarnosti s ciljnom sekvencijom. Dvostruke,
odnosno ponavljajuce kontrolne sekvencije, nisam ukljucila u daljnje analize. Na ovaj nac¢in dobiveno
je devet skupina podataka, za 3 razlicite regije genoma i 3 razliita genotipa. U svrhu potvrdne
genotipizacije dobivenih uzoraka kreirala sam i 3 dodatne skupine podataka za svaku regiju u koje
sam dodala nukleotidne sekvencije referentnih izolata HCV-a svih poznatih genotipova i podtipova

iz baza podataka HCV Los Alamos Database te HCV Classification Database. Visestruka sravnjenja
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sekvencija napravila sam u programu ClustalX v.2.1, a korekciju krajeva varijabilnih duljina u

programu AliView v.1.27.

Na temelju visestrukog sravnjenja sekvencija ispitala sam najvjerojatniji supstitucijski model
koji ukljucuje pretpostavke o sastavu nukleotidnih baza te frekvenciji i tipu nukleotidnih supstitucija
svake skupine podataka u programu Mega v.10.2.6. Ukupno su testirana 24 supstitucijska modela. Za
model s najmanjom dobivenom vrijednosti Bayesova informacijskog kriterija (eng. Bayesian
information criteria, BIC) smatrala sam kako najvjerojatnije opisuje nukleotidne supstitucije
odredene skupine podataka. Filogenetska stabla izradila sam pomo¢u metode ML u programu Mega
v.10.2.6. Pouzdanost filogenije odnosno podrSku grananja testirala sam pomocu bootstrap metode uz
1000 pseudoreplikacija. Konacan pregled i uredenje dobivenih filogenetskih stabala napravila sam u
programu iTOL v.6.4. Filogenetska stabla podtipa 1a ukorijenila sam pomocu referentnih sekvencija
podtipa 1b, a filogenetska stabla podtipa 1b pomoc¢u referentnih sekvencija podtipa 1a navedenih u
poglavlju 3.2.4.1., dok sam filogenetska stabla podtipa 3a ukorijenila pomocu referentnih sekvencija
podtipa 3b (pristupni brojevi baze podataka GenBank: D49374, JQ065709). Transmisijske parove i
klastere identificirala sam na filogenetskim stablima pomocu programa ClusterPickerGUI v.1.2.3 s

gornjom granicom za podrsku grananja i genetsku udaljenost podeSenima na 70 %, odnosno 4,5 %.
3.2.4.3. Filodinami¢ka analiza sekvencija

Za filodinamicke analize koristila sam sve sakupljene dobivene viSestruko sravnjene
sekvencije te zabiljezen tocan datum njihova uzorkovanja. Kako bih povecala broj informativnih
nukleotidnih mjesta, spojila sam dobivene sekvencije regija NS3, NS5A i NS5B svakog ispitanika, a
gensku raznolikost populacije podtipa la, 1b odnosno 3a tijekom vremena ispitala sam pomocu
metode Bayesovog zakljucivanja u programu BEAST v.2.6.6. Najpovoljniji model nukleotidne
supstitucije svake skupine podataka odabrala sam u programu jModelTest v.2.1.5. prema
Akaikeovom i Bayesovom informacijskom kriteriju. Analizu sam provela metodom Markovljevog
lanca Monte Carlo pri ¢emu je ujedno izraunata stopa evolucije (broj nukleotidnih supstitucija po
mjestu po godini) i vrijeme zadnjeg zajednickog pretka (eng. time of the most recent ancestor,
tMRCA) sekvencija podtipa 1a, 1b, odnosno 3a. Za svaku skupinu sekvencija testirala sam 3 modela
molekularnog sata (strogi molekularni sat, nekorelirani relaksirani molekularni sat uz lognormalnu
raspodjelu, nekorelirani relaksirani molekularni sat uz eksponencijalnu raspodjelu) i 3 demografska
modela (model konstantne populacije, model eksponencijalne populacije, model Bayesova horizonta)
pomocu analize Path Sampling dostupne u programu BEAST v.2.6.6. Najvjerojatniji demografski
model i model molekularnog sata odredila sam pomocu Bayesova faktora (eng. Bayes factor, BF) na
temelju razlike logaritma procijenjenih marginalnih vjerojatnosti (eng. marginal likelihood estimate,

MLE) dva usporedivana modela. Vrijednosti log(BF) >2 smatrala sam potvrdom preferencije prvog
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od dva usporedivana modela prema vrijednostima navedenima u Tablici 7.

Tablica 7. Raspon Bayesova faktora i stupanj podrske u korist prvog od dva usporedivana modela Preuzeto i

prilagodeno iz Kass i Raftery, 1995.

Raspon BF Raspon In(BF) Raspon log(BF) Interpretacija

1-3 0-11 0-0,5 neznacajna podrska
3-20 1,1-3 05-1.3 pozitivna podrska
20 - 150 3-5 1,3-22 snazna podrSka
>150 >5 >2,2 izrazita podrska

Kazalo - BF: Bayesov faktor; In: prirodni logaritam uz bazu e; log: prirodni logaritam uz bazu 10

Za svaku skupinu podataka, demografski model i model molekularnog sata provodila sam
analizu sve dok nije uoc¢ena konvergencija lanaca MCMC. Stopa uzorkovanja bila je 0,001, a
konvergenciju sam ispitala pomoc¢u ¢imbenika efektivne veli¢ine uzorka (engl. effective sample size,
ESS) u programu Tracer v.1.7.2. Prvih 10 % rezultata automatski je odbaceno kao tzv. burn-in
vrijednost, a vrijednosti EES >200 posteriorne raspodjele svih ¢imbenika smatrala sam mjerom dobre
konvergencije lanaca MCMC. Modele koji nisu konvergirali tijekom 200 milijuna generacija
iskljuc¢ila sam iz daljnjih analiza. Pouzdanost procjena tMRCA i stope evolucije izrazila sam kao 95

%-tni interval najvecée posteriorne gustoce (engl. highest posterior density, HPD).
3.2.5. Statisti¢ka analiza podataka

Statisticku analizu dobivenih podataka provela sam pomocu programa Statistica v.13.5.
Vrijednosti kvalitativnih (kategorickih) varijabli prikazala sam tablicama frekvencije, a vrijednosti
kvantitativnih (numerickih) varijabli medijanom kao mjerom srediS$nje vrijednosti i interkvartilnim
rasponom kao mjerom varijabilnosti podataka. Povezanost izmedu kvantitativnih varijabli odabranih
neovisnih skupina podataka usporedila sam pomo¢u Mann-Whitney-evog testa, a povezanost izmedu
kvalitativnih varijabli pomocu hi-kvadrat testa odnosno Fisherovog egzaktnog testa. Statisticki

znaajnim razlikama smatrala sam vrijednosti P < 0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Ispitanici

U razdoblju od sije¢nja 2016. do prosinca 2019. godine u skrb KZIB i Referentnog centra za
virusni hepatitis Ministarstva zdravstva Republike Hrvatske u sklopu predterapijske obrade bilo je
ukljuceno 300 osoba koje su zadovoljile kriterije uklju¢enja navedene u poglavlju 3.1.1. Od ukupnog
broja ispitanika ukljuceno je bilo 187 (62,3 %) muskaraca i 113 (37,7 %) Zena. Nulti (FO) odnosno
prvi (F1) stadij fibroze jetre imala su 103 (34,3 %) ukljuena ispitanika, drugi (F2) stadij 72 (24,0 %)
ispitanika, treci (F3) stadij 44 (14,7 %) ispitanika, cetvrti (F4) stadij odnosno cirozu jetre 74 (24,7 %)
ispitanika dok je za 7 (2,3 %) ispitanika stadij fibroze jetre bio nepoznat. Medijan viremije, odnosno
broja kopija virusne RNA u serumu, iznosio je 6,0 logio 1U/ml (5,5 — 6,3 logio 1U/ml). Od 300
ukljucenih ispitanika njih 109 (36,3 %) bilo je zarazeno podtipom 1la, 80 (26,7 %) podtipom 1b, a
111 (37,0 %) podtipom 3a HCV-a. Medijan dobi ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a iznosio je
44,0 (40,0 — 50,5) godine, ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b 61,0 (52,0 — 65,8) godinu, a
ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a 43,0 (39,0 — 49,0) godine. Pretpostavljeni nacin zaraze,
odnosno rizi¢ni ¢imbenik, bio je intravensko koristenje droga kod 95 (31,7 %) ispitanika, jatrogeni
prijenos odnosno neprikladni medicinski postupci kod 48 (16,0 %) ispitanika, spolni ili perinatalni
prijenos kod 11 (3,7 %) ispitanika, dok za 146 (48,7 %) ispitanika nacin zaraze nije bio poznat.
Najces¢i prijavljeni put prijenosa kod ispitanika zaraZenih podtipom 1a (44,0 %) i 3a (41,4 %) HCV-
a bio je intravensko koriStenje droga, a kod ispitanika zarazenih podtipom 1b HCV-a neprikladni
medicinski postupci (31,3 %) (Tablica 8).
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Tablica 8. Demografske, klinicke i laboratorijske karakteristike ispitanika ukljucenih u istrazivanje.

Ukupno Podtip 1a Podtip 1b Podtip 3a
Ispitanici N =300 N =109 N =280 N=111
Spol n (%)
M 187 (62,3) 73 (67,0) 36 (45,0) 78 (70,3)
Z 113 (37,7) 36 (33,0) 44 (55,0) 33 (29,7)
Dob, godine n (%)
18-35 32 (10,7) 11 (10,1) 5 (6,3) 16 (14,4)
36— 47 140 (46,7) 66 (60,6) 11 (13,8) 63 (56,8)
48 — 59 72 (24,0) 27 (24,8) 21 (26,3) 24 (21,6)
>60 56 (18,7) 5 (4,6) 43 (53,8) 8(7,2)
Dob, medijan godina | 45,0 440 61,0 43,0
(Q1-Q3) (40,0 -57,0) (40,0 - 50,5) (52,0 - 65,8) (39,0 - 49,0)
Stadij fibroze n (%)
FO/F1 103 (34,3) 48 (44,0) 22 (27,5) 33 (29,7)
F2 72 (24,0) 27 (24,8) 21 (26,3) 24 (21,6)
F3 44 (14,7) 15 (13,8) 12 (15,0) 17 (15,3)
F4 74 (24,7) 17 (15,6) 24 (30,0) 33(29.7)
Nepoznato 7(2,3) 2(1,8) 1(1,3) 4 (3,6)
Pretpostavljeni naéin " (%)
zaraze
IDU 95 (31,7) 48 (44,0) 1(1,3) 46 (41,4)
Jatrogeno 48 (16,0) 14 (12,8) 25 (31,3) 9(8,1)
Perinatalno/spolno 11 (3,7) 2(1,8) 1(1,3) 8(7,2)
Nepoznato 146 (48,7) 45 (41,3) 53 (66,3) 48 (43,2)
Viremija, medijan (Q1
—Q3), log U/ 6,0 (5,5-6,3) 6,0 (5,5-6,5) 59 (5,5-6,3) 6,0 (5,5-6,3)

Kazalo - N: ukupan broj ispitanika; n: broj ispitanika u odredenoj kategoriji; %: postotak ispitanika; Q1: prva
kvartila; Q3: treca kvartila; IDU: intravensko koristenje droga; log: prirodni logaritam s bazom 10; 1U:

internacionalna jedinica
4.2. Analiza supstitucija povezanih s rezistencijom (RAS) na DAA

Analizirala sam ukupno 900 sekvencija dobivenih sekvenciranjem regija NS3, NS5A odnosno
NS5B 300 ispitanika. Prisutnost jedne ili viSe RAS na najmanje jedan DAA iz skupine inhibitora
proteina NS3, NS5A ili NS5B utvrdena je u 137 (45,7 %) ispitanika, od toga 80 (73,4 %) ispitanika
zarazenih HCV-om podtipa 1a, 48 (60,0 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b te 9 (8,1 %)
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ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a. Prisutnost RAS koje uzrokuju klinicki znacajnu rezistenciju
na najmanje jedan DAA iz skupine inhibitora proteina NS3, NS5A ili NS5B utvrdena je u 83 (27,7
%) ispitanika, od toga 60 (55,0 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a, 19 (23,8 %) ispitanika
zarazenih HCV-om podtipa 1b te 4 (3,6 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a. Istovremena
pojava RAS u razli¢itim nestrukturnim regijama utvrdena je u 25 (8,3 %) ispitanika, pri ¢emu je 23
(7,6 %) ispitanika imalo RAS na dvije skupine DAA, a dva ispitanika RAS na sve tri skupine DAA
(0,7 %). Najcesca je bila istovremena prisutnost RAS u regijama NS3 i NS5A (5,0 %), dok su NS3 i
NINS5B RAS (1,7 %) te NS5A i NI NS5B RAS (1,0 %) uocene rijetko.

4.2.1. Analiza RAS na inhibitore proteaze NS3

Prisutnost jedne ili viSe RAS na najmanje jedan DAA iz skupine inhibitora proteaze NS3
utvrdena je u 99 (33,0 %) ispitanika, od toga 75 (68,8 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a,
22 (27,5 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b te dva (1,8 %) ispitanika zarazenih HCV-om
podtipa 3a. Jedna ili viSe RAS koje uzrokuju klini¢ki znacajnu rezistenciju na najmanje jedan DAA
iz skupine inhibitora proteaze NS3 utvrdena je u 62 (20,7 %) ispitanika, od toga u 57 (52,3 %)
ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a, ¢etiri (5,0 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b te
jednog (0,9 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a. Vecina klinicki znacajnih mutacija u
podtipu 1la HCV-a nalazila se na poziciji 80 unutar regije NS3 pri ¢emu je glutamin zamijenjen
lizinom (Q80K) u 51 (46,8 %) ispitanika. Ova supstitucija uocena je kao zasebna mutacija u 24 (22,0
%) 1spitanika dok je kod ostalih ispitanika bila popra¢ena mutacijama koje uzrokuju smanjenu
osjetljivost na inhibitore proteaze NS3 (N174S (17,4 %), R117H (0,9 %)), drugim rezistencijskim
mutacijama (V55A (0,9 %), T54S (0,9 %)), odnosno kombinacijom oba tipa mutacija (N174S +
V55A (4,6 %)). Od ostalih klini¢ki znac¢ajnih NS3 RAS, T54S i V55A utvrdene su ukupno u Eetiri
(3,7 %), odnosno osam (7,3 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a. Od mutacija koje uzrokuju
smanjenu osjetljivost na inhibitore proteaze NS3, najzastupljenija je bila N174S nastala zamjenom
asparagina serinom na poziciji 174 utvrdena u 43 (39,5 %) ispitanika. U ispitanika zarazenih
podtipom 1b HCV-a utvrdeno je svega nekoliko klini¢ki znac¢ajnih NS3 RAS: T54S (2,5 %), V55A
(1,3 %) te N174F u kombinaciji s Y56F (1,3 %). Od mutacija koje uzrokuju smanjenu osjetljivost na
inhibitore proteaze NS3 najzastupljenija je bila upravo Y56F nastala zamjenom tirozina
fenilalaninom na poziciji 56 utvrdena u 18 (22,5 %) ispitanika. Jedine RAS utvrdene u ispitanika
zarazenih HCV-om podtipa 3a bile su Q168R (0,9 %) te Q168K (0,9 %). U svih ispitanika podtipa
3a NS3 RAS utvrdene su pojedinacno. Pregled svih utvrdenih mutacija u regiji NS3 ispitanika
zarazenih HCV-om podtipa 1a, 1b i 3a prikazan je u Tablici 9, a rezistencijski profili ispitanika s

utvrdenim klini¢ki znacajnim RAS na najmanje jedan DAA u Tablici 13.
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Tablica 9. Otkrivene supstitucije povezane s rezistencijom na inhibitore proteaze NS3.

Polozaj Promijenjena . o
kodona Divlji tip aminokiselina Prevalencija RAST u podtipovima HCV-a
unutar regije | aminokiseline povezana s 1a (N = 109) 1b (N = 80) 3a (N = 111)
NS3 rezistencijom n (%) n (%) n (%)
54 T S 4 (3,7) 2(2,5) /
55 \% A 8(7,3) 1(1,3) /
56 Y F / 18 (22,5) /
80 Q K 51 (46,8) / /
117 R H 2(1,8) 4 (5,0) /
E 1(0,9) / /
168 D/Q" K / / 1(0,9)
R / / 1(0,9)
. F / 1(1,3) /
174 N/SIT S 43 (39.5) ] ]
N . sve RAS 75 (68,8) 22 (27,5) 2(1,8)
'Sp'tan,'\lcé; gaAréEdnom Klinicki 57 (52.3) 4(5.0) 1(0.9)
znacajne RAS
Ispitanici bez NS3 RAS 34 (31,2) 58 (72,5) 109 (98,2)

Kazalo - HCV: virus hepatitisa C; RAS: supstitucije povezane s rezistencijom; N: ukupan broj ispitanika; n:
broj ispitanika u odredenoj kategoriji; %: postotak ispitanika; 1: RAS koje uzrokuju klini¢ki znacajnu
rezistenciju otisnute su podebljano; *: D168 i N174 su divlji tipovi aminokiselina u podtipu 1la; D168 i S174
su divlji tipovi aminokiselina u podtipu 1b; Q168 i T174 su divlji tipovi aminokiselina u podtipu 3a

4.2.2. Analiza RAS na inhibitore proteina NS5A

Prisutnost jedne ili viSe RAS na najmanje jedan DAA iz skupine inhibitora proteina NS5A
utvrdena je u 41 (13,7 %) ispitanika, od togau 17 (15,6 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a,
17 (21,3 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b te sedam (6,3 %) ispitanika zarazenih HCV-
om podtipa 3a. Jedna ili viSe RAS koje uzrokuju klini¢ki zna€ajnu rezistenciju na najmanje jedan
DAA iz skupine inhibitora proteina NS5A utvrdena je u 24 (8,0 %) ispitanika, od toga pet (4,6 %)
ispitanika zaraZzenih HCV-om podtipa 1a, 16 (20,0 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b te tri
(2,7 %) ispitanika zaraZenih HCV-om podtipa 3a. Najucestalija NS5A RAS u podtipu la bila je
M28V koju karakterizira zamjena metionina valinom na poziciji 28 u 11 (10,1 %) ispitanika, a
uzrokuje smanjenu osjetljivost na inhibitore proteina NSSA. Klinicki znac¢ajne NS5A RAS bile su
Q30R u tri (2,8 %) ispitanika te M28T i L31M utvrdene svaka u jednog (0,9 %) ispitanika zarazenih
HCV-om podtipa 1a. U svih ispitanika podtipa 1a NS5A RAS utvrdene su pojedinac¢no. Vecina
klini¢ki znacajnih mutacija u podtipu 1b HCV-a nalazila se na poziciji 93 unutar regije NS5A pri
¢emu je tirozin zamijenjen histidinom (Y93H) u 9 (11,3 %) ispitanika. Ova supstitucija bila je prisutna
kao zasebna mutacija u Sest (7,5 %) ispitanika, dok je u po jednog (1,3 %) ispitanika popracena
supstitucijom R30Q, L311 odnosno R30Q + L311. Druge uoc¢ene klini¢ki znaajne NS5A RAS bile

47



su R30Q i L31M koje su utvrdene u pet (6,3 %) odnosno cetiri (5,0 %) ispitanika zarazenih HCV-om
podtipa 1b. U ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a utvrdene klini¢ki znacajne mutacije bile su
A30K (0,9 %) te YI93H (1,8 %), dok je u Cetiri (3,6 %) ispitanika uocena mutacija A62L koje uzrokuje
smanjenu osjetljivost na inhibitore proteina NS5A. U svih ispitanika podtipa 3a NS5A RAS utvrdene
su pojedinac¢no. Pregled svih utvrdenih mutacija u regiji NS5A ispitanika zarazenih HCV-om podtipa
1a, 1b i 3a prikazan je u Tablici 10, a rezistencijski profili ispitanika s utvrdenim klinicki znac¢ajnim
RAS na najmanje jedan DAA u Tablici 13.

Tablica 10. Otkrivene supstitucije povezane s rezistencijom na inhibitore proteina NS5A.

igé%zna; Divlji tip ;nrﬁrr::f(?:émz Prevalencija RAS' u podtipovima HCV-a
unutar regije | aminokiseline povezana s la(N=109) | 1b (N=80) | 3a (N=111)

NS5A rezistencijom n (%) n (%) n (%)

24 K/QIS* R 1(0,9 / /

- Y, 11 (10.1) ] 7

28 MIL T 1(0,9) ] ]

R 3(29) 7 7

30 QIRIA" Q ] 5 (6.3) ]
K / / 1(0.9)

M 1(0,9) 4(50) /

31 L | ] 3(3.8) /
62 EIQIA” L ] ] 1(3.6)
03 Y H ] 9 (11.3) 2 (1.8)
- sve RAS 17 (15,6) 17 (21,3) 7(6.3)
'Sp'tar,'\'lg;’AbgAJ%dnom Klinicki 5 (4.6) 16 (20,0) 3(2.7)

znacajne RAS
Ispitanici bez NS5A RAS 92 (844) 63 (78.9) 104 (93.7)

Kazalo - HCV: virus hepatitisa C; RAS: supstitucije povezane s rezistencijom; N: ukupan broj ispitanika; n:

broj ispitanika u odredenoj kategoriji; %: postotak ispitanika; 1: RAS koje uzrokuju klini¢ki znac¢ajnu

rezistenciju otisnute su podebljano; *: K24, M28, Q30 i E62 su divlji tipovi aminokiselina u podtipu 1a;
Q24, L28, R30 i Q62 su divlji tipovi aminokiselina u podtipu 1b; S24, M28, A30 i A62 su divlji tipovi

aminokiseli

na u podtipu 3a

4.2.3. Analiza RAS na nukleozidne inhibitore (NI) polimeraze NS5B

Prisutnost jedne ili viSe RAS na NI polimeraze NS5B utvrdena je u ukupno 25 (8,3 %)
ispitanika. Svih 25 ispitanika bilo je zarazeno HCV-om podtipa 1b (31,3 %). U svih ispitanika rije¢
je o supstituciji leucina u fenilalanin na poziciji 159 (L159F) u genu na polimerazu NS5B koja
uzrokuje smanjenu osjetljivost na sofosbuvir. U ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a i 3a nije

utvrdena prisutnost mutacija povezanih s rezistencijom na ovaj direktno djelujuci antivirusni lijek.
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4.3. Analiza klini¢ki znacajne rezistencije na DAA

Klini¢ku znacajnost utvrdenih RAS na DAA iz skupine inhibitora proteaze NS3, inhibitora
proteina NS5A 1 nukleozidnog inhibitora polimeraze NS5B analizirala sam pomocu algoritma
geno2pheno [hev]. Pomocu ovog algoritma sve dobivene sekvencije grupirala sam u tri skupine
ovisno o prisutnim mutacijama: rezistentnu skupinu (eng. resistant, R) koja sadrzi dobro
karakterizirane mutacije koje uzrokuju klini¢ki znaajnu rezistenciju, skupinu sa smanjenom
osjetljivos¢u na neki od DAA (eng. reduced susceptibility, RS) koja sadrzi mutacije povezane s
rezistencijom, ali s nedovoljno ispitanim klinickim ishodom te skupinu osjetljivu na DAA (eng.
susceptible, S) koja sadrzi supstitucije odnosno mutacije koje nisu povezane s ishodom lijecenja.
Odredila sam ocekivani rezistencijski profil za sve kombinacije utvrdenih RAS i DAA iz skupine
inhibitora proteaze NS3 (Tablica 11) i inhibitora proteina NS5A (Tablica 12).

Rezistencijski profili 83 ispitanika s RAS koje uzrokuju klinicki znacajnu rezistenciju na
najmanje jedan DAA iz skupine inhibitora proteina NS3, NS5A ili NS5B prikazani su u Tablici 13.
U 61 (73,5 %) ispitanika s klini¢ki zna¢ajnom rezistencijom utvrdene su RAS na jednu skupinu DAA,
u 20 ispitanika (24,1 %) RAS na dvije skupine DAA, a u dva ispitanika (2,4 %) RAS na sve tri skupine
DAA. U oba ispitanika s rezistencijskim mutacijama na sve tri skupine DAA utvrdene su NS5A RAS
L31M te NS5B RAS L159F, dok je utvrdena NS3 RAS u jednog ispitanika bila R117H, a u drugog
T54S. U ispitanika s rezistencijskim mutacijama na dvije skupine DAA najéeS¢e je uocena
istovremena prisutnost NS3 i NS5A RAS (18,1 %), potom NS5A i NS5B RAS (3,6 %) te naposljetku
NS3 i NS5B RAS (2,4 %). U 10 (12,0 %) ispitanika s rezistencijskim mutacijama na dvije skupine
DAA uocena je istovremena prisutnost NS3 RAS Q80K te NS5B RAS M28V. U ispitanika s klinicki
znacajnim rezistencijskim mutacijama na jednu skupinu RAS mutacije su utvrdene u regiji NS3 (56,6
%) ili regiji NS5A (16,9 %). Mutacije u regiji NS5A nalazile su pretezno na poziciji 93 (Y93H) kod
sedam ispitanika (8,4 % ispitanika), odnosno na poziciji 30 (Q30R, R30Q, A30K) kod sest ispitanika
(7,2 %) s klini¢ki znacajnim RAS na jednu skupinu DAA. Mutacije u regiji NS3 nalazile su se
pretezno na poziciji 80 (Q80K) kod 39 ispitanika (47,0 %) s klini¢ki znac¢ajnim RAS na jednu skupinu
DAA.
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Tablica 11. Interpretacija klini¢ki znac¢ajnog obrasca mutacija povezanih s rezistencijom direktno djelujuce antivirusne lijekove iz skupine inhibitora proteaze NS3.

OBRAZAC
:\lA\IL:ITE?IC'I:'I(;g T54S V55A Y56F Q80K R117H D/Q*168E D/Q*168K D/Q*168R N/T*174F N/T*174S
NS3
podtip 1la
BOC R R S S S S S S R S
GLE S S S S S S S S S S
GZR S S RS S S R S S S S
PTV S S S S S R S S S S
SMV S S S R S R S S S S
TPV RS RS S S RS S S S RS RS
VOX S S S RS S S RS RS S S
podtip 1b 2
BOC R R S S S S S S R S g
GLE S S S S S S S S S S =
GZR S S RS S S RS R S S S g
PTV S S S S S RS R S S S ;
SMV S S S R S R S S S S 5
TPV RS RS S S RS S S S RS S 3
VOX 5 5 S S S S S S S S AL
podtip 3a
BOC n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
GLE S S S S S S RS R S S
GZR n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
PTV n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
SMV n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
TPV n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
VOX S S S RS S S S S S S

Kazalo - S: osjetljivost; RS: smanjena osjetljivost; R: rezistencija; n/a: nije primjenjivo; BOC: boceprevir; GLE: glecaprevir; GZR: grazoprevir; PTV: paritaprevir; SMV: simeprevir;

TPV: telaprevir; VOX: voxilaprevir; *: D168 i N174 su divlji tipovi aminokiselina u podtipovima 1a i 1b; Q168 i T174 su divlji tipovi aminokiselina u podtipu 3a
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Tablica 12. Interpretacija klini¢ki znac¢ajnog obrasca mutacija povezanih s rezistencijom na direktno djelujuce antivirusne lijekove iz skupine inhibitora proteina NS5A.

OBRAZAC
:\lA\ILI{ITE?IC'I:'I(J)g K/Q/S"24R M/L"28V M/L*"28T Q/R/A™30R Q/R/A™30Q Q/R/A™30K L31M L31l E/Q/A™62L Y93H
NS5A
podtip 1a
DCV RS S S R S R R S S R
EBR S S R R S S R S S R
LDV RS S R R S R R R S R
OBV S RS R R S S S S S R
PIB RS S RS S RS RS S S RS
VEL S S RS S S S S S R
podtip 1b E
DCV S S S S R S RS RS S R cZa|
EBR S S S S S S R S S R E
LDV S S S S S S R S S R 8
OBV S S R S R S S S S R %
PIB S S S S S S S S S S %
VEL S S S S S S S S S R I
podtip 3a -
DCV S S S S S R R R RS
EBR S S S S S R S S S R
LDV S S S S S R S S S R
oBV n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
PIB S S S S S RS S S S S
VEL S S S S S RS RS S S R

Kazalo - S: osjetljivost; RS: smanjena osjetljivost; R: rezistencija; n/a: nije primjenjivo; DCV: daclatasvir; EBR: elbasvir; LDV: ledipasvir; OBV: ombitasvir; PIB: pibrentasvir; VEL:
velpatasvir; *: K24, M28, Q30 | E62 su divlji tipovi aminokiselina u podtipu 1a; Q24, L28, R30, Q62 su divlji tipovi aminokiselina u podtipu 1b; S24, M28, A30, A62 su divlji tipovi

aminokiselina u podtipu 3a
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Tablica 13. Rezistencijski profili svih ispitanika s utvrdenim klini¢ki zna¢ajnim supstitucijama na najmanje jedan direktno djelujuéi antivirusni lijek iz skupine inhibitora proteina
NS3, NS5A ili NS5B.

Broj Podtip i i + | Rezistencija na inhibitore Rezistencija na inhibitore Rezistencija na nukleozidne
ispitanika | HCV-a NS3 RAS NSSARAST | NSS5B RAS proteaze NS3 proteina NS5A inhibitore polimeraze NS5B
1 la Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
2 la Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
3 la Q80K, N174S | L31M / R (SMV) + RS (TPV, VOX) R (DCV, EBR, LDV) +RS (PIB) | S
4 la Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
5 la Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S
6 la Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
7 la Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
8 la Q80K, N174S | / / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
9 la Q80K, N174S | / / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
10 la Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
11 la Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
12 la Q80K, N174S | M28V / R (SMV) + RS (TPV, VOX) RS (OBV) S
13 la Q80K, V55A, |/ / R (BOC,SMV) + RS (TPV,VOX) | S S
N174S
14 la Q80K, N174S | / / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
15 la Q80K, V55A, |/ / R (BOC,SMV) + RS (TPV, VOX) S S
N174S
16 la / Q30R / S R (DCV, EBR, LDV,0OBV)+RS | S
(PIB,VEL)

17 la Q80K M28V / R (SMV) + RS (VOX) RS (OBV) S
18 la Q80K, N174S | / / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S

19 la Q80K, N174S | / / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
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20 la | Q80K / R (SMV) + RS (VOX) S S
21 la | Q80K, N174S |/ R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
22 la | T54S / R (BOC) + RS (TPV) S S
23 la | T54S / R (BOC) + RS (TPV) S S
24 la | Q8OK, R117H | / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
25 la | Q80K, N174S |/ R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
26 la | Q80K M28V R (SMV) + RS (VOX) RS (OBV) S
27 la | Q80K, T54S |/ R (BOC, SMV) + RS (TPV, VOX) | S S
28 la | Q8OK, N174S |/ R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
29 la | Q80K M28V R (SMV) + RS (VOX) RS (OBV) S
30 la | DI86E / R (GZR, PTV, SMV) S S
31 la | Q80K, N174S | M28V R (SMV) + RS (TPV, VOX) RS (OBV) S
32 la | Q80K M28V R (SMV) + RS (VOX) RS (OBV) S
33 la | Q80K, N174S |/ R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
34 la | Q80K / R (SMV) + RS (VOX) S S
35 a |/ Q30R S R (DCV, EBR, LDV, OBV) + RS | S
(PIB, VEL)
36 la | Q80K / R (SMV) + RS (VOX) S S
37 la | Q80K / R (SMV) + RS (VOX) S S
38 la |/ Q30R S R (DCV, EBR, LDV, OBV) +RS | S
(PIB, VEL)
39 la | Q80K, N174S |/ R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
40 la | Q80K / R (SMV) + RS (VOX) S S
41 la | Q80K / R (SMV) + RS (VOX) S S
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42 la | Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
43 la | Q80K, N174S |/ / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
44 la | Q80K M28V / R (SMV) + RS (VOX) RS (OBV) S
45 la | Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
46 la | V55A / / R (BOC) + RS (TPV) S S
47 la | Q8OK, 174S, |/ / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
R117H
48 la | Q80K M28T / R (SMV) + RS (VOX) R (EBR, LDV, OBV) S
49 la | Q80K, N174S | M28V / R (SMV) + RS (TPV, VOX) RS (OBV) S
50 la | V55A, Q80K, |/ / R (BOC, SMV) + RS (TPV, VOX) | S S
N174S
51 la | Q80K, N174S | M28V / R (SMV) + RS (TPV, VOX) RS (OBV) S
52 la | Q80K, N174S |/ / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
53 la | V55A, Q80K, |/ / R (BOC, SMV) + RS (TPV, VOX) | S S
N174S
54 la | Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
55 la | V55A, Q80K, |/ / R (BOC, SMV) + RS (TPV, VOX) | S S
N174S
56 la | V55A / / R (BOC) + RS (TPV) S S
57 la | T54S,N174S |/ / R (BOC) + RS (TPV) S S
58 la | Q80K, N174S |/ / R (SMV) + RS (TPV, VOX) S S
59 la | V55A, Q80K, | M28V / R (BOC, SMV) + RS (TPV, VOX) | RS (OBV) S
N174S
60 la | Q80K / / R (SMV) + RS (VOX) S S
61 b | R117H L31M L159F RS (TPV) R (EBR, LDV) + RS (DCV) RS (SOF)
62 b | T54S L31M L159F R (BOC) + RS (TPV) R (EBR, LDV) + RS (DCV) RS (SOF)
63 b | T54S / / R (BOC) + RS (TPV) S S
64 |/ Y93H L159F S R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | RS (SOF)
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65 b | N174F / L159F R (BOC) + RS (TPV) S RS (SOF)
66 b | Y56F Y93H / RS (GZR) R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | S
67 b | Y56F L31M / RS (GZR) R (EBR, LDV) + RS (DCV) S
68 b | Y56F L31M / RS (GZR) R (EBR, LDV) + RS (DCV) S
69 b |/ Y93H / S R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | S
70 b |/ Y93H / S R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | S
71 b |/ Y93H / S R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | S
72 b |7/ Y93H, L311 | / S R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | S
73 b |/ R30Q / S R (DCV, OBV) S
74 b |/ R30Q / S R (DCV, OBV) S
75 b |/ Y93H, L159F S R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | RS (SOF)
76 b |/ 5333, / S R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | S
R30Q, L31l
77 b | V55A / L159F R (BOC) + RS (TPV) S RS (SOF)
78 b |/ Y93H / S R (DCV, EBR, LDV, OBV, VEL) | S
79 b |/ R30Q L159F S R (DCV, OBV) RS (SOF)
80 3a | QI86R / / R (GLE) S S
81 3a |/ Y93H / S R (DCV, EBR, LDV, VEL) S
82 3a |/ A30K / S R (DCV, EBR, LDV) +RS (PIB, | S
VEL)
83 3a |/ Y93H / S R (DCV, EBR, LDV, VEL) S

Kazalo - RAS: supstitucije povezane s rezistencijom; S: osjetljivost; RS: smanjena osjetljivost; R: rezistencija; BOC: bocaprevir; GLE: glecaprevir; GZR: grazoprevir; PTV:

paritaprevir; SMV: simeprevir; TPV: telaprevir; VOX: voxilaprevir; DCV: daclatasvir; EBR: elbasvir; LDV: ledipasvir; OBV: ombitasvir; PIB: pibrentasvir; VEL: velpatasvir; SOF:

sofosbuvir; 7: RAS koje uzrokuju klinic¢ki znacajnu rezistenciju otisnute su podebljano
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4.4. Filogenetska analiza

Nakon obrade sekvencija dobivenih Sangerovim sekvenciranjem za filogenetske i
filodinamicke analize konacna duljina sekvencija regije NS3 bila je 543 nukleotida (kodoni 1 — 181)
koja odgovara nukleotidnim polozajima od 3420 do 3962 referentnog genoma H77 (GenBank
pristupni broj: AF009606). Kona¢na duljina sekvencija regije NS5A bila je 639 nukleotida (kodoni
1 — 213) koja odgovara nukleotidnim polozajima od 6258 do 6896 referentnog genoma H77
(GenBank pristupni broj: AF009606). Konac¢na duljina sekvencija regije NS5B bila je 1455
nukleotida (kodoni 38 — 522) koja odgovara nukleotidnim polozajima od 7713 do 9167 referentnog
genoma H77 (GenBank pristupni broj: AF009606). Sve dobivene sekvencije pohranila sam u bazu
podataka GenBank pod pristupnim brojevima OM312065 — OM312964. Konacan broj sekvenci za
odgovaraju¢i podtip HCV-a i analiziranu regiju virusnog genoma nakon dodavanja referentnih
sekvencija navedenih u poglavlju 3.2.4.1. te kontrolnih sekvencija i sekvencija za ukorjenjivanje

filogenetskih stabala odabranih na nacin opisan u poglavlju 3.2.4.2. prikazan je u Tablici 14.

Tablica 14. Broj sekvencija koristen za filogenetske analize pojedinih regija virusnog genoma.

Regija genoma
NS3 (n) NS5A (n) NS5B (n)
Podtip HCV-a
la 221 358 250
1b 159 201 172
3a 199 299 166

Kazalo - HCV: virus hepatitisa C; n: broj sekvencija

Tri dodatne skupine podataka za svaku regiju kreirane u svrhu potvrdne genotipizacije
dobivenih sekvencija s dodane 153 referentne sekvencije svih poznatih genotipova i podtipova HCV-
a sadrzavale su ukupno 708 sekvencija regije NS3, 917 sekvencija regije NS5A te 715 sekvencija
regije NS5B. Kao najvjerojatniji supstitucijski model objedinjene skupine podataka NS3, NS5A i
NS5B pokazao se model GTR + G + 1. U izradi ovih filogenetskih stabala koristila sam filogramski
prikaz koji prikazuje stvarnu duljinu grana, odnosno broj genskih promjena (supstitucija po
nukleotidnom mjestu) izmedu sekvencija. 1z topologije filogenetskih stabala objedinjene skupine
podataka NS3 (Slika 20), NS5A (Slika 21) i NS5B (Slika 22) jasno je vidljivo kako se 109 dobivenih
sekvencija grupira iskljucivo uz referentne sekvencije podtipa 1a, 80 dobivenih sekvencija uz

referentne sekvencije podtipa 1b, a 111 dobivenih sekvencija uz referentne sekvencije podtipa 3a uz
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podrsku grananja vecu od 70 %. Uodljivo je kako se dobivene i kontrolne sekvencije podtipa 1a na
filogenetskim stablima svih regija smjestaju na dvije razliCite grane filogenetskog stabla unutar
podtipa 1a. Dobivene i referentne sekvencije svih podtipova istog genotipa smjestaju se na blisko
povezane grane stabla Sto upucuje da su medusobno srodne. Kako bih ispitala filogenetsku
povezanost dobivenih sekvencija u okviru rezistencije na DAA pojedinih skupina te epidemiolosku
povezanost ispitanika napravila sam zasebna filogenetska stabla za svaki podtip i regiju virusnog
genoma. U izradi ovih filogenetskih stabala koristila sam kladogramski prikaz kako bi topologija

stabala bila jasnije razluciva.
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Slika 20. Filogenetsko stablo gena NS3 virusa hepatitisa C izradeno metodom najvece vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela GTR + G + | uz 1000
pseudoreplikacija. Skala predstavlja 1 nukleotidnu supstituciju po mjestu. Bootstrap vrijednosti izmedu 70 % i 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti
s veli¢inom proporcionalnom jacini podrske grananja. Grane referentnih i kontrolnih sekvencija obojane su crno, a grane dobivenih sekvencija Zuto. Genotipovi i

podtipovi HCV-a oznaceni su razli¢itim bojama odnosno nijansama iste boje.
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Slike 21. Filogenetsko stablo gena NS5A virusa hepatitisa C izradeno metodom najvece vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela GTR + G + | uz 1000
pseudoreplikacija. Skala predstavlja 0,1 nukleotidnu supstituciju po mjestu. Bootstrap vrijednosti izmedu 70 % i 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti
trokuti s veli¢inom proporcionalnom jacini podrske grananja. Grane referentnih i kontrolnih sekvencija obojane su crno, a grane dobivenih sekvencija zeleno.

Genotipovi i podtipovi HCV-a oznaceni su razli¢itim bojama odnosno nijansama iste boje.
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Slike 22. Filogenetsko stablo gena NS5B virusa hepatitisa C izradeno metodom najvece vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela GTR + G + | uz 1000
pseudoreplikacija. Skala predstavlja 1 nukleotidnu supstituciju po mjestu. Bootstrap vrijednosti izmedu 70 % i 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti
s veli¢inom proporcionalnom ja¢ini podr§ke grananja. Grane referentnih i kontrolnih sekvencija obojane su crno, a grane dobivenih sekvencija plavo. Genotipovi i

podtipovi HCV-a oznaceni su razli¢itim bojama odnosno nijansama iste boje.
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4.4.1. Filogenetska analiza sekvencija podtipa 1a (N = 109)
4.4.1.1. Filogenetska analiza sekvencija regije NS3 podtipa la

Kao najvjerojatniji supstitucijski model skupine podataka koja sadrzi sekvencije regije NS3
kod 109 ispitanika zarazenih podtipom la pokazao se model GTR + G + I. Filogenetsko stablo
sekvencija gena NS3 podtipa 1a pokazuje kako se sve sekvencije grupiraju u dva kladija — kladij I u
koji se svrstavaju sekvencije 68 ispitanika (62,4 %) i kladij 11 u koji se svrstavaju sekvencije 41
ispitanika (37,6 %). U 54 (79,4 %) sekvencije koje pripadaju kladiju Ii 21 (51,2 %) sekvenciji koje
pripadaju kladiju Il podtipa 1a uocene su rezistencijske mutacije. Prisutnost klinicki znacajnih
rezistencijskih mutacija otkrivena je u 51 (75,0 %) sekvenciji kladija | te sest (14,6%) sekvencija
kladija Il. Nadalje, supstitucija Q80K koja je dominantna mutacija u regiji NS3 uocena je u 73,5 %
ispitanika zaraZenih kladijem | podtipa 1la HCV-a i samo 2,4 % ispitanika zarazenih kladijem Il
podtipa 1la HCV-a. Kladij | karakterizira grupiranje sekvencija 39 istih ispitanika na sestrinskim
granama filogenetskih stabala svih analiziranih gena podtipa la, kod kojih su uocene rezistencijske
mutacije u regiji NS3 vecine ispitanika (97,4 %). Na filogenetskom stablu dobivenom pomocu
sekvencija regije NS3 uoceno je 11 transmisijskih parova, odnosno klastera medu ispitanicima, od
Cega je postojanje Cetiri transmisijska para s ukupno osam ispitanika (7,3 %) podrzano na

filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa 1a (Slika 23).
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Slika 23. Filogenetsko stablo sekvencija gena NS3 virusa hepatitisa C podtipa 1a izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela GTR + G + I uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % i 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom (RAS) na
najmanje jedan inhibitor proteaze NS3 (crveno - rezistencija, naranéasto - smanjena osjetljivost, zeleno -
osjetljivost). Kladij T osjencan je plavo, a kladij II ruzi¢asto. Uoceni transmisijski parovi, odnosno Klasteri,
medu ispitanicima osjencani su sivo ukoliko je njihovo postojanje podrzano samo na danom stablu, odnosno
zuto ukoliko se javljaju na filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa la. Skupina 39 ispitanika na
sestrinskim granama filogenetskog stabla oznacena je strelicom. Uz pripadajuce sekvencije punim simbolom
oznacene su utvrdene RAS koje uzrokuju klini¢ki znacajnu rezistenciju, a praznim simbolom utvrdene RAS

koje uzrokuju smanjenu osjetljivost na najmanje jedan inhibitor proteaze NS3.
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4.4.1.2. Filogenetska analiza sekvencija regije NS5A podtipa la

Najvjerojatnijim supstitucijskim modelom skupine podataka koja sadrzi sekvencije regije
NS5A kod 109 ispitanika zarazenih podtipom la pokazao se model T92 + G + 1. Filogenetsko stablo
sekvencija gena NS5A podtipa 1a pokazuje kako se sve sekvencije grupiraju u dva kladija — kladij |
u koji se svrstavaju sekvencije 68 ispitanika (62,4 %) i kladij 11 u koji se svrstavaju sekvencije 41
ispitanika (37,6 %). U 12 (17,6 %) sekvencija koje pripadaju kladiju I i pet (12,2 %) sekvencija koje
pripadaju Kladiju Il uo¢ene su rezistencijske mutacije. Prisutnost klini¢ki zna¢ajnih rezistencijskih
mutacija otkrivena je u dvije (2,9 %) sekvencije kladija | te tri (7,3 %) sekvencije kladija Il. Kladij |
karakterizira grupiranje sekvencija 39 istih ispitanika na filogenetskim stablima svih analiziranih
gena, kod kojih je uocena ve¢ina NS5A RAS utvrdenih u kladiju I (25,6 %). Na filogenetskom stablu
dobivenom pomocu sekvencija regije NS5A uocéeno je Sest transmisijskih parova medu ispitanicima,
od Cega je postojanje Cetiri transmisijska para s ukupno osam ispitanika (7,3 %) podrZzano na

filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa 1a (Slika 24).
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Slika 24. Filogenetsko stablo sekvencija gena NS5A virusa hepatitisa C podtipa 1a izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela T92 + G + I uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % i 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom (RAS) na
najmanje jedan inhibitor proteina NS5A (crveno - rezistencija, narancasto - smanjena osjetljivost, zeleno -
osjetljivost). Kladij I osjencan je plavo, a kladij II ruzi¢asto. Uoceni transmisijski parovi medu ispitanicima
osjencani su sivo ukoliko je njihovo postojanje podrZzano samo na danom stablu, odnosno zuto ukoliko se
javljaju na filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa 1a. Skupina 39 ispitanika na sestrinskim
granama filogenetskog stabla oznaéena je strelicom. Uz pripadajuce sekvencije punim simbolom ozna¢ene su
utvrdene RAS koje uzrokuju klini¢ki zna¢ajnu rezistenciju, a praznim simbolom utvrdene RAS koje uzrokuju

smanjenu osjetljivost na najmanje jedan inhibitor proteina NS5A.
4.4.1.3. Filogenetska analiza sekvencija regije NS5B podtipa 1la

Supstitucijski model GTR + G + | pokazao se najvjernijim za opisivanje skupine podataka
koja sadrzi sekvencije regije NS5B kod 109 ispitanika zarazenih podtipom la. Filogenetsko stablo
sekvencija gena NS5B podtipa 1a pokazuje kako se sve sekvencije grupiraju u dva kladija — kladij |

u koji se svrstavaju sekvencije 68 ispitanika (62,4 %) i kladij Il u koji se svrstavaju sekvencije 41
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ispitanika (37,6 %). Kladij | karakterizira grupiranje sekvencija 39 istih ispitanika na filogenetskim
stablima svih analiziranih gena, a niti u jednom kladiju nisu uocene NS5B RAS. Na filogenetskom
stablu dobivenom pomoc¢u sekvencija regije NS5B uoceno je 17 transmisijskih parova, odnosno
klastera medu ispitanicima, od Cega je postojanje Cetiri transmisijska para s ukupno osam ispitanika

(7,3 %) podrzano na filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa la (Slika 25).

bootstrap
- 0.7

< 077
< 0.85

“etiiobieshbbost®®

<1 0.93
41

i
| A7

o0
| (S ..I
| 'y )
08doc0b00000°

Ll B |
......‘

Slika 25. Filogenetsko stablo sekvencija gena NS5B virusa hepatitisa C podtipa 1a izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela GTR + G + | uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % i 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom (RAS) na
najmanje jedan inhibitor polimeraze NS5B (crveno - rezistencija, narancasto - Smanjena osjetljivost, zeleno -
osjetljivost). Kladij T osjencan je plavo, a kladij II ruzi¢asto. Uoceni transmisijski parovi, odnosno Klasteri,
medu ispitanicima osjencani su sivo ukoliko je njihovo postojanje podrzano samo na danom stablu, odnosno
zuto ukoliko se javljaju na filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa la. Skupina 39 ispitanika na

sestrinskim granama filogenetskog stabla oznacena je strelicom.
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4.4.2. Filogenetska analiza sekvencija podtipa 1b (N = 80)
4.4.2.1. Filogenetska analiza sekvencija regije NS3 podtipa 1b

Za skupinu podataka koja sadrzi sekvencije regije NS3 kod 80 ispitanika zarazenih podtipom
1b najvjerojatnijim supstitucijskim modelom pokazao GTR + G + I. Topologija filogenetskog stabla
sekvencija gena NS3 podtipa 1b pokazuje njihovu jednoliku zastupljenost na razli¢itim granama bez
izrazenog grupiranja ili formiranja kladija. Jednako tako, dobivene sekvencije raspodijeljene su
jednoliko na filogenetskom stablu neovisno o prisutnosti rezistencijskih mutacija. Na filogenetskom
stablu dobivenom pomocu sekvencija regije NS3 uocen je jedan transmisijski par, odnosno klaster
medu ispitanicima s ukupno dva ispitanika (2,5 %) Cije je postojanje podrzano na filogenetskim

stablima svih analiziranih gena podtipa 1b (Slika 26).
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Slika 26. Filogenetsko stablo sekvencija gena NS3 virusa hepatitisa C podtipa 1b izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela GTR + G + I uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % i 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom (RAS) na
najmanje jedan inhibitor proteaze NS3 (crveno - rezistencija, naranéasto - smanjena osjetljivost, zeleno -
osjetljivost). Uoceni transmisijski parovi, odnosno klasteri, medu ispitanicima osjencani su sivo ukoliko je
njihovo postojanje podrzano samo na danom stablu, odnosno zuto ukoliko se javljaju na filogenetskim stablima
svih analiziranih gena podtipa 1b. Uz pripadajuce sekvencije punim simbolom oznacene su utvrdene RAS koje
uzrokuju klini¢ki znacajnu rezistenciju, a praznim simbolom utvrdene RAS koje uzrokuju smanjenu

osjetljivost na najmanje jedan inhibitor proteaze NS3.
4.4.2.2. Filogenetska analiza sekvencija regije NS5A podtipa 1b

Najvjerojatnijim supstitucijski modelom skupine podataka koja sadrzi sekvencije regije
NS5A kod 80 ispitanika zarazenih podtipom 1b pokazao se model T92 + G + I. Topologija
filogenetskog stabla sekvencija gena NS5A podtipa 1b pokazuje njihovu jednoliku zastupljenost na

razli¢itim granama bez izrazenog grupiranja ili formiranja kladija. Jednako tako, dobivene sekvencije
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raspodijeljene su jednoliko na filogenetskom stablu neovisno o prisutnosti rezistencijskih mutacija.
Na filogenetskom stablu dobivenom pomocu sekvencija regije NS5A uoc¢ena su dva transmisijska
para medu ispitanicima, od ¢ega je postojanje jednog transmisijskog para s ukupno dva ispitanika

(2,5 %) podrzano na filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa 1b (Slika 27).
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Slika 27. Filogenetsko stablo sekvencija gena NS5A virusa hepatitisa C podtipa 1b izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela T92 + G + I uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % 1 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom (RAS) na
najmanje jedan inhibitor proteina NS5A (crveno - rezistencija, narancasto - sSmanjena osjetljivost, zeleno -
osjetljivost). Uoceni transmisijski parovi medu ispitanicima osjencani su sivo ukoliko je njihovo postojanje
podrzano samo na danom stablu, odnosno Zzuto ukoliko se javljaju na filogenetskim stablima svih analiziranih
gena podtipa 1b. Uz pripadajuce sekvencije punim simbolom oznaéene su utvrdene RAS koje uzrokuju klinic¢ki
znacajnu rezistenciju, a praznim simbolom utvrdene RAS koje uzrokuju smanjenu osjetljivost na najmanje

jedan inhibitor proteina NS5A.
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4.4.2.3. Filogenetska analiza sekvencija regije NS5B podtipa 1b

Supstitucijski model K2 + G + | pokazao se najvjernijim za opisivanje skupine podataka koja
sadrzi sekvencije regije NS5B kod 80 ispitanika zarazenih podtipom 1b. Topologija filogenetskog
stabla sekvencija gena NS5B podtipa 1b pokazuje njihovu jednoliku zastupljenost na razli¢itim
granama bez izraZzenog grupiranja odnosno formiranja kladija. Jednako tako, dobivene sekvencije
raspodijeljene su jednoliko na filogenetskom stablu u odnosu na kontrolne sekvencije, pri ¢emu se 11
sekvencija (10 sekvencija s mutacijom L156F te jedna bez NS5B RAS) grupira na sestrinskim
granama filogenetskog stabla s podrSkom ve¢om od 70 %. Na filogenetskom stablu dobivenom
pomocu sekvencija NS5B uoceno je pet transmisijska parova, odnosno klastera medu ispitanicima,
od Cega je postojanje jednog transmisijskog para s ukupno dva ispitanika (2,5 %) podrzano na

filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa 1b (Slika 28).
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Slika 28. Filogenetsko stablo sekvencija gena NS5B virusa hepatitisa C podtipa 1b izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela K2 + G + I uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % 1 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom (RAS) na
najmanje jedan inhibitor polimeraze NS5B (crveno - rezistencija, narancasto - Smanjena osjetljivost, zeleno -
osjetljivost). Uoceni transmisijski parovi, odnosno Klasteri medu ispitanicima osjencani su sivo ukoliko je
njihovo postojanje podrzano samo na danom stablu, odnosno zuto ukoliko se javljaju na filogenetskim stablima
svih analiziranih gena podtipa 1b. Skupina 11 ispitanika na sestrinskim granama filogenetskog stabla oznacena
je strelicom. Uz pripadajuce sekvencije praznim simbolom oznacene su utvrdene RAS koje uzrokuju smanjenu

osjetljivost na najmanje jedan inhibitor polimeraze NS5B.
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4.4.3. Filogenetska analiza sekvencija podtipa 3a (N = 111)

4.4.3.1. Filogenetska analiza sekvencija regije NS3 podtipa 3a

Najvjerojatnijim supstitucijskim modelom skupine podataka koja sadrzi sekvencije regije
NS3 kod 111 ispitanika zarazenih podtipom 3a pokazao se model K2 + G + 1. Topologija
filogenetskog stabla sekvencija gena NS3 podtipa 3a pokazuje njihovu jednoliku zastupljenost na
razliCitim granama bez izrazenog grupiranja ili formiranja kladija. Dobivene sekvencije nisu
raspodijeljene jednoliko na filogenetskom stablu u odnosu na kontrolne sekvencije, odnosno
svrstavaju se pretezno na sestrinske grane. Na filogenetskom stablu dobivenom pomoc¢u sekvencija
regije NS3 uoceno je 10 transmisijskih parova, odnosno klastera medu ispitanicima, od ¢ega je
postojanje osam transmisijskih parova, odnosno klastera s ukupno 17 ispitanika (15,3 %) podrzano

na filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa 3a (Slika 29).
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Slika 29. Filogenetsko stablo sekvencija gena NS3 virusa hepatitisa C podtipa 3a izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomoc¢u supstitucijskog modela K2 + G + I uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % 1 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom (RAS) na
najmanje jedan inhibitor proteaze NS3 (crveno - rezistencija, naranéasto - Smanjena osjetljivost, zeleno -
osjetljivost). Uoceni transmisijski parovi, odnosno Klasteri medu ispitanicima osjencani su sivo ukoliko je
njihovo postojanje podrzano samo na danom stablu, odnosno zuto ukoliko se javljaju na filogenetskim stablima
svih analiziranih gena podtipa 3a. Uz pripadajuce sekvencije punim simbolom oznacene su utvrdene RAS koje
uzrokuju klini¢ki znaajnu rezistenciju, a praznim simbolom utvrdene RAS koje uzrokuju smanjenu

osjetljivost na najmanje jedan inhibitor proteaze NS3.
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4.4.3.2. Filogenetska analiza sekvencija regije NS5A podtipa 3a

Supstitucijski model K2 + G + | pokazao se najvjernijim za opisivanje skupine podataka koja
sadrzi sekvencije regije NS5A kod 111 ispitanika zarazenih podtipom 3a pokazao se model K2 + G
+ |. Topologija filogenetskog stabla sekvencija gena NS5A podtipa 3a pokazuje njihovu jednoliku
zastupljenost na razli¢itim granama bez izrazenog grupiranja ili formiranja kladija. Dobivene
sekvencije nisu raspodijeljene jednoliko na filogenetskom stablu u odnosu na kontrolne sekvencije,
odnosno svrstavaju se pretezno na sestrinske grane filogenetskog stabla. Na filogenetskom stablu
dobivenom pomocu sekvencija regije NS5A uoceno je 10 transmisijskih parova, odnosno klastera
medu ispitanicima, od ¢ega je postojanje osam transmisijskih parova, odnosno klastera s ukupno 17

ispitanika (15,3 %) podrZano na filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa 3a (Slika 30).
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Slika 30. Filogenetsko stablo sekvencija gena NS5A virusa hepatitisa C podtipa 3a izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomoc¢u supstitucijskog modela K2 + G + I uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % 1 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom (RAS) na
najmanje jedan inhibitor proteina NS5A (crveno - rezistencija, narancasto - smanjena osjetljivost, zeleno -
osjetljivost). Uoceni transmisijski parovi, odnosno Klasteri medu ispitanicima osjencani su sivo ukoliko je
njihovo postojanje podrzano samo na danom stablu, odnosno zuto ukoliko se javljaju na filogenetskim stablima
svih analiziranih gena podtipa 3a. Uz pripadajuce sekvencije punim simbolom oznacene su utvrdene RAS koje

uzrokuju klini¢ki znacajnu rezistenciju, a praznim simbolom utvrdene RAS koje uzrokuju smanjenu
osjetljivost na najmanje jedan inhibitor proteina NS5A.

4.4.3.3. Filogenetska analiza sekvencija regije NS5B podtipa 3a

Za skupinu podataka koja sadrzi sekvencije regije NS5B kod 111 ispitanika zarazenih
podtipom 3a najvjerojatnijim supstitucijskim modelom pokazao se K2 + G + I. Topologija

filogenetskog stabla sekvencija gena NS5B podtipa 3a pokazuje njihovu jednoliku zastupljenost na
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razli¢itim grana bez izrazenog grupiranja ili formiranja kladija. Dobivene sekvencije nisu
raspodijeljene jednoliko na filogenetskom stablu u odnosu na kontrolne sekvencije, odnosno
svrstavaju se na sestrinske grane filogenetskog stabla. Na filogenetskom stablu dobivenom pomocu
sekvencija regije NS5B uoceno je 17 transmisijskih parova, odnosno klastera medu ispitanicima, od
Cega je postojanje osam transmisijskih parova, odnosno Kklastera s ukupno 17 ispitanika (15,3 %)
podrzano na filogenetskim stablima svih analiziranih gena podtipa 3a (Slika 31).

-.~

.o"‘%.l,..l.?..

e 2
o
& °
bootstrap : e \
% Te
+ 07 :},, e
< 077 o e
°
< 0.85 L =
[ |4 k Te
< 0.93 : g
e
g1 s fe
® -9
: ®

LoD B ee
boo00000”®

“eedis
Slika 31. Filogenetsko stablo gena NS5B sekvencija virusa hepatitisa C podtipa 3a izradeno metodom najvece
vjerojatnosti pomocu supstitucijskog modela K2 + G + I uz 1000 pseudoreplikacija. Bootstrap vrijednosti
izmedu 70 % 1 100 % prikazane su na ¢vorovima kao ljubicasti trokuti s veli¢inom proporcionalnom stupnju
podrske grananja. Grane referentnih sekvencija obojane su sivo, grane kontrolnih sekvencija crno, a grane
dobivenih sekvencija razli¢itim bojama ovisno o prisutnosti mutacija povezanih s rezistencijom na najmanje
jedan inhibitor NS5B (crveno - rezistencija, narancasto - Smanjena osjetljivost, zeleno - osjetljivost). Uoceni
transmisijski parovi, odnosno klasteri medu ispitanicima osjencani su sivo ukoliko je njihovo postojanje
podrzano samo na danom stablu, odnosno Zuto ukoliko se javljaju na filogenetskim stablima svih analiziranih

gena podtipa 3a.
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4.4.4. Analiza transmisijskih parova i klastera ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a, 1b i
3a

Od ukupnog broja ispitanika njih 27 (9,0 %) pripadalo je jednom od 13 identificiranih
transmisijskih parova ili klastera ¢ije je postojanje podrzano na filogenetskim stablima svih
analiziranih gena. Transmisijskim parovima pripadalo je 24 (8,0 %) ispitanika, a jednom
identificiranom transmisijskom klasteru tri ispitanika (1,0 %). Kao dio transmisijskih parova,
odnosno klastera, identificirano je ukupno osam od 109 (7,3 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa
1a, dva od 80 (2,5 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b te 17 od 111 (15,3 %) ispitanika
zarazenih HCV-om podtipa 3a. Od osam ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a koji su dio
transmisijskih parova Sest ispitanika (75,0 %) su bili intravenski korisnici droga, dok je za dva (25,0
%) ispitanika nacin zaraze bio nepoznat. Svi ispitanici koji pripadaju transmisijskim parovima bili su
zarazeni kladijem | podtipa 1a. Nacin zaraze oba ispitanika zarazena HCV-om podtipa 1b koji su dio
jednog uo¢enog transmisijskog para nije bio poznat. Od 17 ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a
koji su dio transmisijskih parova ili klastera, osam ispitanika (47,1 %) bili su intravenski korisnici
droga, za osam (47,1 %) ispitanika naéin zaraze nije bio poznat, dok je kod jednog ispitanika
pretpostavljeni nacin zaraze bio rizi¢ni spolni odnos (5,4 %). Rezistencija na inhibitore NS3
detektirana je u Sest ispitanika (22,2 %), rezistencija na inhibitore NS5A u Cetiri ispitanika (14,8 %),
a rezistencija na NI inhibitore NS5B u dva (7,4 %) ispitanika koji su dio transmisijskih parova,

odnosno Klastera (Tablica 15).
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Tablica 15. Karakteristike ispitanika koji su dio transmisijskih parova ili klastera.

. . Broj L

sptania | Hovia | Tnemisisiog | RESEN | wssras | RS | s
1 la 1 IDU / / /
2 la 1 IDU / / /
3 la 2 IDU Q80K, N174S, / /

R117H

4 la 2 IDU Q80K, N174S / /
5 la 3 nepoznato Q80K / /
6 la 3 IDU Q80K / /
7 la 4 IDU Q80K, N174S L31M /
8 la 4 nepoznato Q80K, N174S / /
9 1b 5 nepoznato / Y93H L159F
10 1b 5 nepoznato / / L159F
11 3a 6 IDU / / /
12 3a 6 spolno / / /
13 3a 7 nepoznato / / /
14 3a 7 IDU / / /
15 3a 8 IDU / / /
16 3a 8 nepoznato / AB2L /
17 3a 9 nepoznato / AB2L /
18 3a 9 nepoznato / / /
19 3a 10 IDU / / /
20 3a 10 IDU / / /
21 3a 11 IDU / / /
22 3a 11 nepoznato / / /
23 3a 11 nepoznato / / /
24 3a 12 IDU / / /
25 3a 12 nepoznato / / /
26 3a 13 IDU / / /
27 3a 13 nepoznato / / /

Kazalo - RAS: supstitucije povezane s rezistencijom; NS3: regija za nestrukturni proteina 3; NS5A: regija za

nestrukturni protein 5A; NS5B: regija za nestrukturni proteina 5B; IDU: intravensko koristenje droga

4.5. Filodinamic¢ka analiza sekvencija podtipa la, 1b i 3a

Dinamika populacije sekvencija podtipa 1a, 1b i 3a ispitana je na spojenim sekvencijama

regija NS3, NS5A 1 NS5B ispitanika zarazenih pojedinim genotipom HCV-a ¢ija duljina je iznosila

2637 nukleotida. Nukleotidni supstitucijski model koji najbolje opisuje nacin na koji je doslo do

nukleotidnih promjena u sekvencijama tijekom vremena bio je GTR + G + | za sve tri skupine

podataka. Za sekvencije podtipa la i 1b sve ispitane kombinacije modela molekularnog sata i
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demografskin modela izuzev modela konstantne populacije s nekoreliranim relaksiranim

molekularnim satom uz eksponencijalnu raspodjelu rezultirale su zadovoljavaju¢im EES
vrijednostima posteriorne raspodjele ¢imbenika tijekom 200 milijuna generacija. Kombinacije
modela koje nisu konvergirale za sekvencije podtipa 3a bile su model konstantne populacije s
nekoreliranim relaksiranim molekularnim satom uz eksponencijalnu raspodjelu te model Bayesova
horizonta s nekoreliranim relaksiranim molekularnim satom uz eksponencijalnu raspodjelu. Ove
kombinacije modela stoga nisu uzimane u obzir u daljnjim analizama. Filodinami¢kom analizom

provedenom metodom MCMC te analizom Path Sampling izra¢unate su MLE, stopa evolucije (s/n/y)
i tMRCA s 95 % HPD sekvencija podtipa 1a (Tablica 16), 1b (Tablica 17) odnosno 3a (Tablica 18).

Tablica 16. Procjena vremena zadnjeg zajedni¢kog pretka i stope supstitucije s 95 %-tnim intervalima najvece
posteriorne gustoce te procijenjene marginalne vjerojatnosti dobivene razli¢itim modelima demografskog rasta

i molekularnog sata metodom Bayesova zaklju¢ivanja za podtip la.

Model Model rasta populacije
ode
molekularnog
sata KP EP BH
i 0,
}_'NF',%():A (godina, 95% | 1562 (1943 1981) | 1961 (1939 1980) | 1941 (1893 1975)
—
SMC ;tgf,’/‘;’: aJF?ISDt)'t“C'Je (10%, 14 (1,0-19) 13(0,8-18) 1,0 05— 15)
MLE (log) 133778,2 -33691,4 -33669,4
i 0,
m%():A (9odina, 95% | 1505 (1950 1995) | 1982 (1963 - 1988) | 1960 (1911 1994)
—
NRMCs LR ;?f)’/f)‘ ls_;‘FE’ISDt)'t“C”e (10%, 2.4 (14— 35) 2,0 (L,1-3,0) 1,9 (05— 2,4)
MLE (log) 1336663 1335815 133570,0
i 0,
mgA (godina, 95 % s 1096 (1984 —2006) | 1966 (1892 — 2004)
stopa supstitucije (1073,
NRMC s ER % &) HFE’D) je ( sk 3,6(18-5,7) 2,5 (0,5—4,5)
MLE (log) e -33629,9 133618,0

Kazalo - ***: model nije konvergirao; tMRCA: vrijeme zadnjeg zajedni¢kog pretka; 95 % HPD: 95 %-tni
interval najvece posteriorne gustoce; log: prirodni logaritam s bazom 10; MLE: procijenjena marginalna
NRMC: ER:

eksponencijalna raspodjela; LR: lognormalna raspodijela; KP: konstantna populacija; EP: eksponencijalna

vjerojatnost; SMC: strogi molekularni sat; nekorelirani relaksirani molekularni sat;

populacija; BH: Bayesov horizont
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Tablica 17. Procjena vremena zadnjeg zajednic¢kog pretka i stope supstitucije s 95 %-tnim intervalima najvece
posteriorne gustocée te procijenjene marginalne vjerojatnosti dobivene razli¢itim modelima demografskog rasta

i molekularnog sata metodom Bayesova zakljucivanja za podtip 1b.

Model Model rasta populacije
molekularnog
<ats KP EP BH
1 0,
LNF')FS?A (godina, 95% | 1994 (1085 2002) | 1990 (1980 — 1999) | 1984 (1965 1999)
_
SMC ;tsof;)‘ SF"JF‘,’Et)”“C'Je (10% 1 40@7-54 3.4(2,3- 46) 2.86 (1,6 - 4,3)
MLE (log) 2327294 1326494 -32628,3
1 0,
L“’F',E?A (godina, 95% | 5504 (1997 2009) | 1998 (1986 — 2007) | 1994 (1973 2009)
—
NRMC s LR gtgf)’/‘;’: aJFE’ISDt)”“C'Je 10% | 704297 45(23-68) 3.8 (1,30 — 6,6)
MLE (log) -32680,1 132595, -32572,0
1 0,
:_"VF')';():A (godina, 95 % - 2002 (1991 — 2010) | 2003 (1983 — 2013)
—
NRMC s ER ;?f)’/‘;’: i"JF?ISDt)”“C'Je (10, xoxx 71 (29— 11,8) 8,2 (13— 15,6)
MLE (log) - -32639,6 -32631,4

Kazalo - ***: model nije konvergirao; tMRCA: vrijeme zadnjeg zajedni¢kog pretka; 95 % HPD: 95 %-tni
interval najveée posteriorne gustoée; log: prirodni logaritam s bazom 10; MLE: procijenjena marginalna
NRMC:
eksponencijalna raspodjela; LR: lognormalna raspodijela; KP: konstantna populacija; EP: eksponencijalna

vjerojatnost; SMC: strogi molekularni sat; nekorelirani relaksirani molekularni sat; ER:

populacija; BH: Bayesov horizont
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Tablica 18. Procjena vremena zadnjeg zajedni¢kog pretka i stope supstitucije s 95 %-tnim intervalima najvece

posteriorne gustocée te procijenjene marginalne vjerojatnosti dobivene razli¢itim modelima demografskog rasta

i molekularnog sata metodom Bayesova zakljucivanja za podtip 3a.

Model Model rasta populacije
molekularnog
sata KP EP BH
1 0,
m%gA (odina, 95% | 1464 (1940 - 1985) | 1961 (1934 - 1981) | 1929 (1853 — 1978)
______
SMC ;g’f]’/? SH“FE’S)'t“C'Je 1% 1 49u2-27) 1,7 (1,0 - 2,4) 1,2 (0,5 - 2,0)
MLE (log) -38484,1 1383788 -38363,0
1 0,
m%():A (godina, 95% | 1592 (1978~ 2004) | 1990 (1975 2002) | 1978 (1933 — 2004)
______
NRMC s LR ;tg% SH“FE’[S;)'t“C'Je 10% | 3902- 55 29 (1,6-4.2) 20(0.5- 3.7)
MLE (log) -38404,7 -38298,2 -38269,9
1 0,
m%():A (godina, 95 % ok 1999 (1987 — 2008) sk
NRMC s ER | stopa supstitucije (1073, . .
95 5% HPD) 49 (2,2-178)
MLE (log) Hoxx -38342,0 ok

Kazalo - ***: model nije konvergirao; tMRCA: vrijeme zadnjeg zajednickog pretka; 95 % HPD: 95 %-tni
interval najvece posteriorne gustoce; log: prirodni logaritam s bazom 10; MLE: procijenjena marginalna
NRMC:
eksponencijalna raspodjela; LR: lognormalna raspodijela; KP: konstantna populacija; EP: eksponencijalna

vjerojatnost; SMC: strogi molekularni sat; nekorelirani relaksirani molekularni sat; ER:

populacija; BH: Bayesov horizont
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Najvjerojatnijim demografskim modelom i modelom molekularnog sata za sekvencije podtipa
la, 1b i 3a pokazali su se model Bayesova horizonta u kombinaciji s modelom relaksiranog
molekularnog sata s lognormalnom raspodjelom. Vrijednosti log(BF) ove kombinacije modela u
usporedbi s drugima bile su u rasponu od 11,5 do 208,2 za podtip 1a (Tablica 19), od 23,2 do 157,3
za podtip 1b (Tablica 20) te od 28,3 do 214,2 za podtip 3a (Tablica 21), $to predstavlja izrazitu

podrsku u korist ove kombinacije modela odnosno potvrdu da upravo oni najadekvatnije opisuju

Pod pretpostavkom nekoreliranog relaksiranog molekularnog sata s lognormalnom
raspodjelom i demografskog modela Bayesova horizonta stopa supstitucije iznosila je 1,5 x 102 (95
% HPD, 0,5 — 2,4 x 107 za sekvencije podtipa la, 3,8 x 102 (95 % HPD, 1,3 — 6,6 x 10?®) za
sekvencije podtipa 1b te 2,0 x 10 (95 % HPD, 0,5 — 3,7 x 10?) za sekvencije podtipa 3a. Srednje
procijenjene vrijednosti tMRCA analiziranih sekvencija bile su 1960. (95 % HPD, 1911. — 1994.)
godina za podtip 1a, 1994. (95 % HPD, 1973. — 2009.) godina za podtip 1b te 1978. (95 % HPD,
1933. — 2004.) godina za podtip 3a (Tablica 16, Tablica 17, Tablica 18). Analiza Bayesova horizonta
pokazuje kako je virusna populacija sekvencija podtipa la bila stalne veli¢ine od vremena tMRCA
do 1990. godine kada dolazi do dva uzastopna eksponencijalna rasta, nakon ¢ega se od 2005. godine
veli¢ina populacije ustaljuje. Virusna populacija sekvencija podtipa 1b relativno je stalna od vremena
tMRCA do danas, uz manji eksponencijalni skok u razdoblju od 2007. do 2010. godine. Virusna
populacija sekvencija podtipa 3a ima neprekidan eksponencijalni rast od vremena tMRCA do 2010.

godine nakon ¢ega se veli¢ina virusne populacije ustaljuje (Slika 32).
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Tablica 19. Vrijednosti logaritma Bayesova faktora izmedu pojedinih modela molekularnog sata i dinamike populacije za podtip 1a.

log(BF) SMC + KP SMC + EP SMC + BH NRM&; LR + NRMES LR + NRM(I;I: LR + NRME; ER + NRMgHs ER +
SMC + KP 0 -86,8 -108,8 -111,9 -196,7 -208,2 -148,3 -160,2
SMC + EP 86,8 0 -22,0 -25,1 -109,9 -121,4 -61,6 -73,5
SMC + BH 108,8 22,0 0 -3,1 -87,9 -99,4 -39,6 -51,5

NRMC s LR + KP 111,9 251 31 0 -84,6 -96,3 -132,8 -48,4

NRMC s LR + EP 196,7 109,9 87,9 84,6 0 -11,5 48,3 36,4

NRMC s LR + 208,2 121,4 99,4 96,3 115 0 59,8 47,9

NRMCIzHER L EP 148,3 61,6 39,6 132,8 -48,3 -59,8 0 -11,9

NRMC s ER + 160,2 73,5 51,5 48,4 -36,4 -47,9 11,9 0
BH

Kazalo - BF: Bayesov faktor; log: prirodni logaritam uz bazu 10; SMC: strogi molekularni sat; NRMC: nekorelirani relaksirani molekularni sat; ER: eksponencijalna

raspodjela; LR: lognormalna raspodijela; KP: konstantna populacija; EP: eksponencijalna populacija; BH: Bayesov horizont
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Tablica 20. Vrijednosti logaritma Bayesova faktora izmedu pojedinih modela molekularnog sata i dinamike populacije za podtip 1b.

log(BF) SMC + KP SMC + EP SMC + BH NRM&; LR + NRMES LR + NRM(I;I: LR + NRMES ER + NRMgHs ER +
SMC + KP 0 -80,0 -101,1 -49,3 -134,1 -157,3 -89,8 -98,1
SMC + EP 80,0 0 21,1 30,7 -54,2 774 -9,8 -18,1
SMC + BH 101,1 21,1 0 51,8 -33,0 -56,2 11,3 31

NRMC s LR + KP 49,3 -30,7 -51,8 0 -84,8 -108,0 -41,5 -48,7

NRMC s LR + EP 134,1 54,2 33,1 84,8 0 -23,2 44,4 36,1

NRMCs LR+ 157,3 77,4 56,2 108,0 23,2 0 67,6 59,3

NRMCiHER +EP 89,8 9,8 11,3 41,5 44,4 67,6 0 8,3

NRMC s ER + 98,1 18,1 -3,1 48,7 -36,1 -59,3 8,3 0
BH

Kazalo - BF: Bayesov faktor; log: prirodni logaritam uz bazu 10; SMC: strogi molekularni sat; NRMC: nekorelirani relaksirani molekularni sat; ER: eksponencijalna

raspodjela; LR: lognormalna raspodijela; KP: konstantna populacija; EP: eksponencijalna populacija; BH: Bayesov horizont
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Tablica 21. Vrijednosti logaritma Bayesova faktora izmedu pojedinih modela molekularnog sata i dinamike populacije za podtip 3a.

log(BF) SMC + KP SMC + EP SMC + BH NRM&; LR + NRMCE; LR + NRMglj LR + NRME; ER +
SMC + KP 0 -105,3 -121,1 -79,4 -185,9 -214,2 -142,1
SMC + EP 105,3 0 -15,8 25,9 -80,7 -109,0 -36,8
SMC + BH 1211 15,8 0 41,7 -64,8 -93,1 21,0

NRMC s LR + KP 79,4 -25,8 -41,7 0 -106,5 -134,8 62,7
NRMC s LR + EP 1859 80,7 64,8 106,5 0 28,3 43,9
NRMC s LR + BH 214,2 109,0 93,1 134,8 28,3 0 72.2
NRMC s ER + EP 142.1 36,8 21,0 62,7 439 722 0

Kazalo - BF: Bayesov faktor; log: prirodni logaritam uz bazu 10; SMC: strogi molekularni sat; NRMC: nekorelirani relaksirani molekularni sat; ER: eksponencijalna

raspodjela; LR: lognormalna raspodijela; KP: konstantna populacija; EP: eksponencijalna populacija; BH: Bayesov horizont
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Slika 32. Skice Bayesova horizonta koje pokazuju epidemioloSku povijest a) sekvencija podtipa la b)
sekvencija podtipa 1b i c) sekvencija podtipa 3a. Prikazane su procijenjena srednja vrijednost (plava linija) te
95 % intervali najvece posteriorne gustoce (plava osjenc¢ana podrucja) efektivne veli¢ine populacije (izrazena
logaritamskom skalom uz bazu 10) tijekom vremena (izraZenog u godinama) od vremena zadnjeg zajedni¢kog

pretka.
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4.6. Statisticka analiza karakteristika ispitanika

Demografski, klini¢ki i laboratorijski ¢imbenici (spol, dob, podtip HCV-a, stadij fibroze,
viremija HCV-a) usporedeni su medu ispitanicima s i bez NS3, NS5A i NS5B RAS te ispitanicima
koji su dio nekog transmisijskog para ili klastera u odnosu na ispitanike za koje nije uocena
epidemioloSka povezanost infekcije HCV-om. Spol, dob, viremija i stadij fibroze nisu se pokazali
povezanima s prisutnoS¢u RAS na DAA. Statisticki znaCajna povezanost pokazala se izmedu
prisutnosti NS3 RAS i podtipa HCV-a pri ¢emu su ispitanici s NS3 RAS mnogo ¢esce bili zarazeni
podtipom 1a (68,8 %) u odnosu na podtip 1b (26,3 %) HCV-a (P < 0,001). U oba podtipa genotipa 1
rezistencijske mutacije bile su prisutne u ve¢em broju u odnosu na podtip 3a (1,8 %) (P < 0,001).
Osim toga, u ispitanika zarazenih podtipom la NS3 RAS utvrdene su ¢esce unutar kladija 1 (79,4 %)
u odnosu na kladij II (51,2 %) (P = 0,003). Rezistencijske mutacije koje uzrokuju klini¢ki znacajnu
rezistenciju na inhibitore proteaze NS3 takoder su mnogo zastupljenije u kladiju | (75,0 %) u odnosu
na kladij 11 (14,6 %) podtipa 1la (P < 0,001). Mutacija Q80K utvrdena je u 73,5 % ispitanika zarazenih
kladijem | podtipa 1la HCV-a i samo 2,4 % ispitanika zarazenog kladijem II (P < 0,001). Statisticki
znacajna povezanost uocena je i izmedu NS5A RAS i podtipa HCV-a pri ¢emu su ispitanici S NS5A
RAS ¢esce bili zarazeni podtipom 1a (15,6 %) i podtipom 1b HCV-a (21,3 %) u odnosu na podtip 3a
(6,3 %) (P =0,007). Pojava NS5B RAS bila je vezana iskljucivo za podtip 1b HCV-a (31,3 %), pri
¢emu mutacije u ovoj regiji nisu uocene niti u jednog ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a i 3a
(P <0,001). Prisutnost RAS u regiji NS3, NS5A ili NS5B nije bila povezana s pripadnosc¢u ispitanika
nekom od uocenih transmisijskih parova ili klastera. Ispitanici koji su dio nekog transmisijskog para
ili klastera bili su mladi (medijan dobi = 37,0 godina) u odnosu na ispitanike kod kojih nije uoc¢ena
epidemioloska povezanost infekcije HCV-om (medijan dobi = 46,0 godina) (P < 0,001) (Tablica 22).
Statisticki znacajna povezanost pokazala se izmedu podtipa HCV-a i pripadnosti transmisijskom paru
ili klasteru pri ¢emu je najveci broj ispitanika koji su dio transmisijskog para ili klastera bio zarazen
HCV-om podtipa 3a (15,3 %) (P = 0,008). Pripadnost transmisijskom paru ili klasteru u bolesnika
zarazenih podtipom la bila je povezana iskljucivo s kladijem | (11,8 %) (P = 0,024). Transmisijski
parovi ili klasteri bili su ¢es¢i u ispitanika koji su naveli intravensko koristenje droga kao rizic¢an
faktor (14,7 %) u odnosu na druge pretpostavljene naéine zaraze (6,3 %) (P = 0,018). Spol, viremija
1 stadij fibroze nisu se pokazali povezanima s pripadnoscu transmisijskim parovima ili klasterima

(Tablica 23).
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Tablica 22. Usporedba demografskih, klinickih i laboratorijskih karakteristika ispitanika s ili bez supstitucija povezanih s rezistencijom na direktno djelujuce

antivirusne lijekove iz skupine inhibitora NS3, NS5A odnosno NS5B.

Ispitanici s | Ispitanici bez . Ispitanici s | Ispitanici bez . Ispitanici s | Ispitanici bez .
NS3RAS | NS3RAs | " VMIEdnost | nosa Ras | NssARAs | P VIHednost | ssp ras | NssB RAs P Vrilednost) - Ukupno
n (%) n (%) n (%) N (%)
Ispitanici
98 (32,7) | 202 (67,3) 41 (13,7) 259 (86,3) 25 (8,3) 275 (91,7) 300 (100)
Spol? n (%) n (%) n (%) N (%)
M 61(32,6) | 126 (67,4) 27 (14,4) 160 (85,6) 13 (7,0) 174 (93,1) 187 (62,3)
0,982 0,617 0,265
Z 37 (32,7) 76 (67,3) 14 (12,4) 99 (87,6) 12 (10,6) 101 (89,4) 113 (37,7)
Daob, medijan 46 (42,5 —
godina (Q1 —Q3)° 44 (40 —54)| 46 (40 —58) 0,168 60.5) 45 (40 - 57) 0,271 57 (39 -63) | 45 (40 -56) 0,111 |45(40-57)
Podtip HCV-aP n (%) n (%) n (%) N (%)
la 75 (68,8) 34 (31,2) 17 (15,6) 92 (84,4) 0(0.0) 109 (100,0) 109 (36,3)
1b 21 (26,3) 59 (73,8) <0,001 17 (21,3) 63 (78,8) 0,007 25 (31,3) 55 (68,8) <0,001 80 (26,7)
3a 2(1,8) 109 (98,2) 7(6,3) 104 (93,7) 0 (0,0 111 (100,0) 111 (37,0)
Stadij fibroze? n (%) n (%) n (%) N* (%)
FO/1—-F2 61 (34,9) | 114 (65,1) 23 (13,1) 152 (86,7) 14 (8,0) 161 (92,0) 175 (59,7)
0,278 0,609 0,920
F3-F4 34 (28,8) 84 (71,2) 18 (15,3) 100 (84,8) 11 (9,3) 107 (90,7) 118 (40,3)
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Viremija, medijan
(Q1 - 03), log 6'06(2’)5 - 6'06(2’)4 | 0303 6'06(2’)5 - 6’06(2’)4 | 0849 |[59(57-64)|60(55-63)| 0682 [60(5563)
IU/ml : : : :
Kladij podtipa 1a° n (%) n (%) n (%) N** (%)
1 54(79.4) | 14 (20,6) 12(176) | 56 (82,4) 0000 | 68(1000) 68 (62,4)
0,003 0,589 1
2 21(51.2) | 20(48,8) 5(122) | 36(87.8) 0(00) | 41(1000) 41 (37,6)
Pripadnost TK? n (%) n (%) n (%) N (%)
da 6(222) | 21(77.8) 4(148) | 23(852) 2 (7.4) 25 (92,6) 27 (9,0)
0,225 0,225 0,855
ne 92(337) | 181 (66,3) 37(13.6) | 236 (86.4) 23(84) | 250 (9L6) 273 (81,0)

Kazalo - N: ukupan broj ispitanika; n: broj ispitanika u odredenoj kategoriji; %: postotak ispitanika; Q1: prva kvartila; Q3: treca kvartila; log: prirodni logaritam s

bazom 10; 1U: internacionalna jedinica; RAS: supstitucije povezane s rezistencijom; TK: transmisijski klaster ili par; a: povezanost izmedu navedenih kategorijskih

varijabli ispitana je sa hi-kvadratom; b: povezanost izmedu navedenih kategorijskih varijabli ispitana je sa Fisherovim egzaktnim testom; c: povezanost izmedu

navedenih kontinuiranih varijabli ispitana je sa Mann-Whitney-Wilcoxon-ovim testom; *: podaci dostupni za ukupan broj ispitanika N = 293; **: podaci za ukupan
broj ispitanika podtipa 1a N = 109
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Tablica 23. Usporedba demografskih, klini¢kih i laboratorijskih karakteristika ispitanika koji su dio

transmisijskog para ili klastera u odnosu na ispitanike za koje nije uocena epidemioloska povezanost infekcije

virusom hepatitisa C.

Ispitanici koji Ispitanici koji .
su dio TK nisu dio TK P vrijednost Ukupno
n (%) N (%)
Ispitanici
27 (9,0) 273 (91,0) 300 (100)
Spol? n (%) N (%)
M 18 (9,6) 169 (90,4) 187 (62,3)
0,626
V4 9(8,0) 104 (92,0) 113 (37,7)
Dob, medijan godina
o 37(33-41 46 (41575 <0,001 45 (40 — 57
(0103 (33 41) ( ) (40 57)
Podtip HCV-a° n (%) N (%)
la 8(7,3) 101 (92,7) 109 (36,3)
1b 2(2,5) 78 (97,5) 0,008 80 (26,7)
3a 17 (15,3) 94 (84,7) 111 (37,0)
Stadij fibroze? n (%) N* (%)
F1-F2 20 (11,4) 155 (88,6) 175 (59,7)
0,111
F3-F4 7(5,9) 111 (94,1) 118 (40,3)
Viremija, medijan (Q1
—03), log IU/MI 6,0 (4,9-6,6) 6,0 (5,5-6,3) 0,944 6,0 (5,5-6,3)
Kladij podtipa 1a° n (%) N** (%)
1 8(11,8) 60 (88,2) 68 (62,4)
0,024
2 0 (0,0 41 (100) 41 (37,6)
Nacin zaraze® n (%) N (%)
IDU 14 (14,7) 81 (85,3) 95 (31,7)
0,018
Ostalo/nepoznato 13 (6,3) 192 (93,7) 205 (68,3)
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Kazalo - N: ukupan broj ispitanika; n: broj ispitanika u odredenoj kategoriji; %: postotak ispitanika; Q1: prva
kvartila; Q3: tre¢a kvartila; log: prirodni logaritam s bazom 10; IU: internacionalna jedinica; TK: transmisijski
klaster ili par; IDU: intravensko koriStenje droga; a: povezanost izmedu navedenih kategorijskih varijabli
ispitana je sa hi-kvadratom; b: povezanost izmedu navedenih kategorijskih varijabli ispitana je sa Fisherovim
egzaktnim testom; c: povezanost izmedu navedenih kontinuiranih varijabli ispitana je sa Mann—Whitney-
Wilcoxon-ovim testom; *: podaci dostupni za ukupan broj ispitanika N = 293; **: podaci za ukupan broj

ispitanika podtipa 1a N = 109
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju analizirana je epidemija HCV-a u Hrvatskoj u cetverogodisnjem
razdoblju. Analizirane su molekularne, viroloske, klinicke i epidemioloske karakteristike infekcije s
naglaskom na prevalenciju primarne rezistencije na direktno djelujuée antivirusne lijekove (DAA) iz
skupine inhibitora NS3, NS5A i NS5B te filogenetske i filodinami¢ke odnose na razini transmisijskih
mreza i evoluciju najcesce zastupljenih genotipova odnosno podtipova HCV-a. Analiza demografskih
podataka ukljucenih ispitanika pokazala je kako je infekcija HCV-om u Hrvatskoj zastupljenija u
muskaraca (62,3 %), narocito u podtipu la (67,0 %) i podtipu 3a (70,3 %), medijana dobi 45,0 godina,
Sto je u skladu s prethodno provedenim visegodiSnjim nacionalnim istrazivanjima (Vince i sur., 2006;
Vince 1 sur., 2018). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako su ispitanici zarazeni HCV-om
podtipa 1b (medijan dobi 61,0 godina) stariji od ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a (medijan
dobi 44,0 godine) i 1a (medijan dobi 43,0 godine). Sli¢ni rezultati uoceni su u istrazivanju raspodjele
genotipova HCV-a u Hrvatskoj 1996. — 2005. godine gdje je medijan dobi bolesnika zarazenih HCV-
om podtipa 1b iznosio 46,0 godina u odnosu na 32,0 godine u bolesnika zarazenih podtipovima la i
3a. U ovom istrazivanju vidljiv je trend starenja populacije bolesnika u usporedbi s prethodno
objavljenim podacima $to se moze pripisati dugotrajnosti infekcije HCV-om i specifi¢nim na¢inima

zaraze karakteristi¢nima za pojedini genotip.

Rezultati ovog rada pokazali su kako je najc¢esc¢i prijavljeni put prijenosa u ispitanika zaraZzenih
podtipovima la (44,0 %) i 3a (41,4 %) bio intravensko koriStenje droga (IDU), a u ispitanika
zarazenih podtipom 1b neprikladni medicinski postupci (31,3 %). Buduéi da je 1992. godine u
Hrvatskoj uvedeno obavezno testiranje krvi dobrovoljnih davatelja na serumske biljege krvlju
prenosivih bolesti, ovaj nacin prijenosa HCV-a karakteristi¢an za podtip 1b znacajno je smanjen
(Vilibic i sur., 2015). Stoga je podtip 1b HCV-a naj¢esc¢e zastupljen u osoba zarazenih prije vise od
trideset godina §to objasnjava stariju dob ovih ispitanika. Podtipovi la i 3a u prethodnim
istrazivanjima pokazali su se karakteristicnima za IDU u Hrvatskoj i Europi, a intravensko korisStenje
droga danas predstavlja dominantan nacin prijenosa HCV-a (Vince i sur., 2006, Vilibic i sur., 2015,
Minosse i sur., 2021, Pérez i sur., 2019). U ovom istrazivanju stadij fibroze F1 — F2 uocen je u nesto
veceg broja ispitanika (58,3 %) u odnosu na stadij fibroze F3 — F4 (39,3 %). Budu¢i da su terapijske
smjernice do 2018. godine prednost lije¢enju davale osobama s uznapredovalim stadijima fibroze za
oc¢ekivati je kako ¢e u ukupnoj populaciji nelijecenih bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C biti veci
broj osoba s manjim stadijem fibroze. Druga europska istrazivanja takoder su pokazala kako su stadiji
fibroze F1 — F2 ucestaliji u prethodno nelije¢enih bolesnika, dok su u manjeg broja bolesnika uoceni
stadiji fibroze F3 — F4, odnosno prisutnost hepatocelularnog karcinoma (Bertolli i sur., 2018;

Parczewski i sur., 2018).
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Pristup lijeCenju infekcije HCV-om danas se temelji na DAA koji su iznimno ucinkoviti,
gotovo bez nuspojava te omogucuju postizanje visoke stope trajnog viroloskog odgovora (SVR).
Neuspjeh lijecenja uglavnom se javlja kod manje od 5 % bolesnika u kojih su veé¢inom prisutne
klinicke 1 viroloske karakteristike koje objedinjeno smanjuju u¢inkovitost DAA. Medu viroloskim
karakteristikama najée$ce je rije¢ o supstitucijama (RAS) u genima ¢iji su produkti ciljne strukture
lijekova $to moZze dovesti do smanjenja njihove uc¢inkovitosti (Bertolli i sur., 2018). Literaturni podaci
o prevalenciji primarne rezistencije na DAA raznoliki su i znacajno variraju izmedu pojedinih
istrazivanja prvenstveno zbog nesukladnosti u klasifikaciji odredenih supstitucija kao RAS. U ovom
istrazivanju primarna rezistencija definirana je kao prisutnost jedne ili viSe supstitucija iz skupine
klini¢ki znacajnih rezistencijskih mutacija ili supstitucija koje uzrokuju smanjenu osjetljivost na
najmanje jedan direktno djelujuci antivirusni lijek iz pojedine skupine prema algoritmu geno2pheno
[hcv] te su iskljudivo takve supstitucije karakterizirane kao RAS (Kalaghatgi, 2016). Prisutnost
supstitucija koje nemaju dokazani ucinak na smanjenje ucinkovitosti najmanje jednog direktno
djelujuceg antivirusnog lijeka nije analizirana u okviru rezistencije niti su takve supstitucije smatrane
supstitucijama povezanim s rezistencijom. Standardizacija definicije RAS neophodna je kako bi se

izbjegle nesukladnosti izmedu razli¢itih istrazivanja ovisno o interpretacijskom algoritmu.

Prevalencija rezistencije na DAA u Hrvatskoj na nacionalnoj razini prethodno je analizirana
u dva istrazivanja, iskljucivo za bolesnike podtipa 1a, odnosno 1b te inhibitore proteina NS3 ili NS5A.
Grgic i sur. (2017) analizirali su prevalenciju NS3 RAS u 136 bolesnika zarazenih HCV-om podtipa
la prethodno nelijecenih PI tijekom dijela 2015. 1 2016. godine. Uocena je visoka prevalencija
rezistencije na inhibitor proteina NS3 SMV (46,3 %), pri cemu se kao dominantna mutacija pokazala
Q80K uocena u 42,6 % bolesnika. Druga najées¢a mutacija koja uzrokuje smanjenu osjetljivost na
TPV bila je N174S uocena u 39,7 % bolesnika. Ostale RAS s niskom ucestalo$¢u (manje od 3 %)
bile su V36L, T54S, V55A, S122R, R155T i 1170T (Grgic i sur., 2017). Rezultati ovog rada pokazali
su kako je u ispitanika zarazenih podtipom la u Hrvatskoj prevalencija Q80K ostala izrazito visoka
(46,8 %) slicno kao 1 prevalencija N174S (39,5 %). Rije€ je o mutacijama koje uzrokuju rezistenciju,
odnosno smanjenu osjetljivost na inhibitore proteaza prve generacije koji danas vise nisu dio najéescée
koriStenih terapijskih kombinacija te se stoga visoka prevalencija Q80K i N174S u Hrvatskoj ne moze
pripisati u¢estalom koristenju ovih lijekova. Medutim, poznato je kako je rije¢ o lijekovima koji imaju
nisku barijeru za rezistenciju, a mutacija Q80K pokazala se izrazito stabilnom i lako prenosivom
varijantom (De Luca i sur., 2015, McCloskey i sur., 2015). Za razliku od veceg broja manje ucestalih
RAS uocenih u prethodnim nacionalnim istrazivanjima, u ovom istrazivanju uocene su jo§ samo dvije

razlicite RAS (T54S 1 V55A) s prevalencijom 3,7 — 7,3 %.
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U istrazivanju provedenom tijekom dijela 2017. i 2018. godine, analizirana je prevalencija
rezistencije na inhibitore proteina NS5A u 84 bolesnika zarazenih genotipom 1 HCV-a u sklopu
predterapijske obrade (Simicic i sur., 2019). Ukupna prevalencija klinicki znacajnih NS5A RAS u
genotipu 1 bila je 14,3 % 1 razlikovala se ovisno o podtipu virusa. U bolesnika zarazenih HCV-om
podtipa 1a prevalencija klini¢ki znac¢ajnih NS5SA RAS iznosila je 7,8 %, dok je u bolesnika zarazenih
HCV-om podtipa 1b uocen znacajno veci udio klinicki znac¢ajnih NS5A RAS, ¢ak 24,2 %. U podtipu
la ukupno su uocene dvije mutacije koje uzrokuju klinicki znacajnu rezistenciju (M28T (2,0 %) i
Q30R (5,9 %)), dok je podtipu 1b u svih ispitanika s klini¢ki znac¢ajnim NS5A RAS uocena iskljuc¢ivo
supstitucija YO3H (24,2 %). Prisutnost jedne ili viSe RAS na najmanje jedan DAA iz skupine
inhibitora proteina NS5A pronadena je u 19,1 % ispitanika, od toga 13,7 % ispitanika zarazenih HCV-
om podtipa 1a te 27,3 % ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b (Simicic i sur., 2019). Rezultati
ovog rada pokazali su kako je prevalencija RAS u Hrvatskoj i1 dalje nejednoliko zastupljena medu
podtipovima genotipa 1, pri ¢emu je u 17 (15,6 %) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a, 17 (21,3
%) ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b utvrdena je prisutnost jedne ili viSe RAS na najmanje
jedan DAA iz skupine inhibitora proteina NS5A. Prevalencija klinic¢ki znacajnih NS5A RAS u ovom
istrazivanju bila je niza te iznosi 4,6 % u ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1la i 20,0 % u
ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b. Budu¢i da je rije€ o Cetverogodi$njem istrazivanju s ve¢im
brojem ukljucenih ispitanika moze se pretpostaviti kako je i sam uzorak populacije bolesnika s
kroni¢nim hepatitisom C reprezentativniji. Udio 1 vrsta uocenih RAS u podtipu 1a sliéni su u ovom 1
prethodnom istrazivanju, dok je u podtipu 1b u novoj analizi uo€eno vise razli¢itih klinicki zna¢ajnih
RAS s prevalencijom visom od 5 % (Y93H, R30Q, L31M) te posljedi¢no prevalencija YO3H nije
tako visoka (11,3 %) buduc¢i da ne predstavlja viSe jedinu rezistencijsku mutaciju. Mutacija Y93H
povezana je sa znacajnim smanjenjem ucinkovitosti lijecenja u nekim genotipovima HCV-a, poput
podtipa la i genotipa 3 te klini¢kim stanjima poput prisutnosti ciroze (Bertolli i sur., 2018). U
hrvatskih ispitanika mutacija Y93H uocena je u 1,8 % ispitanika zaraZenih podtipom 3a, dok u

ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1a ova mutacija nije bila prisutna.

Prevalencija primarne i sekundarne rezistencije intenzivno je proucavana u posljednjem
desetljecu, pri cemu je samo manji broj nacionalnih istraZivanja analizirao rezistenciju na sve
dostupne DAA za sve genotipove HCV-a. NS5A predstavlja najvazniju genomsku regiju za
ispitivanje klini¢ki znacajnih RAS budu¢i da sadrzi najveci broj potencijalnih mutacija, a mnoge
kombinacije DAA sadrze neki od inhibitora iz ove skupine lijekova (Brandao i sur., 2018). Trenutno
odobreni inhibitori NS5A pokazuju nisku do srednju barijeru za rezistenciju s brzom selekcijom RAS
u domeni I. Prisutnost NS5A RAS moZe rezultirati znacajnim smanjenjem stope SVR-a, a ove
mutacije mogu se zadrzati godinama nakon neuspjesnog lijeCenja DAA (Li i Chung, 2019; Ahmad i

Feemle, 2015). Podaci o prevalenciji RAS na inhibitore NS5A u susjednim drzavama oskudni su, a
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najveéi broj istrazivanja proveden je u Italiji. U talijanskom opaZajnom istrazivanju koje je
ukljucivalo 1032 bolesnika prethodno nelije¢enih DAA s kroni¢nom infekcijom HCV-om iz 23
klini¢ka centra izmedu 2011. 1 2016. godine Bertolli i sur. (2018) uocili su ukupnu prevalenciju RAS
na najmanje jedan DAA u 20,7 % od 1455 bolesnika (Bertolli i sur., 2018). Ukupna prevalencija RAS
na inhibitore NS5A u talijanskom istrazivanju iznosila je 20,1 %, s prevalencijom od 10,2 % u podtipu
1a, 29,7 % u podtipu 1b te 16,9 % u podtipu 3a (Bertolli i sur., 2018). U nasem istrazivanju pokazana
je dvostruko visa ukupna prevalencija RAS (45,7 %). Medutim, buduci da je u ispitanika zarazenih
HCV-om podtipa 1a utvrdena visa prevalencija RAS na inhibitore NS5A (15,6 %), a niza u bolesnika
zarazenih podtipom 1b (21,3 %) 1 3a (6,3 %), opca stopa prevalencije NS5A RAS u Hrvatskoj je bila
niza (13,7 %). Kada je analiza ograni¢ena na aminokiselinske supstitucije povezane s klinicki
znacajnom rezistencijom, prevalencija mutacija u talijanskom istrazivanju iznosila je 6,8 % u podtipu
1a, 10,3 % u podtipu 1b i 8,5 % u podtipu 3a (Bertolli i sur., 2018). Prevalencija klinicki znacajnih
RAS u Hrvatskoj bila je podjednaka u ispitanika zarazenih podtipom la (4,6 %), gotovo dvostruko
visa u ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 1b (20,0 %) i niza (2,7 %) u ispitanika zarazenih
podtipom 3a. I u talijanskom istrazivanju naj¢es¢e uocenom RAS u regiji NS5A pokazala se mutacija
Y93H u podtipu 1b (10,1 %) cija je prevalencija podjednaka u prevalenciji u Hrvatskoj (11,3 %)
(Bertolli i sur., 2018). U hrvatskih ispitanika zarazenih podtipom la naj¢e$¢a mutacija bila je M28V
(10,1 %) koja je u talijanskom istrazivanju uocena u samo 3,4 % ispitanika. Bertolli i sur. (2018)
uocili su osam razlicitth NSSA RAS u podtipu la, 14 razlicitih NSS5A RAS u podtipu 1b 1 Sest
razlic¢itih NS5A RAS u podtipu 3a, dok su u ispitanika zaraZenih podtipom la u ovom istrazivanju
uocene su samo Cetiri razlic¢ite NS5A RAS, a u ispitanika zarazenih podtipovima 1b i 3a po tri razlicite
NS5A RAS (Bertolli 1 sur., 2018). U drugom talijanskom istrazivanju Bartolini i1 sur. (2017)
analizirali su prisutnost RAS u 42 ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a i uocili rezistencijske
mutacije u regiji NS5A u 11,9 % bolesnika pri ¢emu je najceS¢e uocena RAS bila A30K (9,5 %)
(Bartolini i sur, 2017). U hrvatskih ispitanika zarazenih HCV-om podtipa 3a mutacije u regiji NS5A
manje su zastupljene, narocito ako se u obzir uzmu samo klini¢ki znacajne RAS (2,7 %). U tre¢cem
talijanskom istrazivanju Caudai i sur. (2017) analizirali su frekvenciju RAS u 122 bolesnika genotipa
1 s kroni¢nim hepatitisom C iz Cetiri razlicite klinike u Italiji. NS5A RAS wuvocili su u 13,9 %
bolesnika, od toga 4,9 % podtipa 1a i 23,0 % podtipa 1b (Caudai i sur., 2017). Unato¢ visokoj
prevalenciji NSSA RAS u podtipu 1b koja je sli¢na prevalenciji u hrvatskih ispitanika, ucestalost
mutacije Y93H bila je neSto niza (6,6 %). Sli¢no kao u ovom istrazivanju, u talijanskom istrazivanju

uocene su samo Cetiri razli¢ite RAS u podtipu la i Sest razli¢itih RAS u podtipu 1b.

Od ostalih istrazivanja u juznoj Europi, u Spanjolskoj su Carrasco i sur. (2017) uo¢ili NS5A
RAS u ukupno 36,1 % od 166 bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u sklopu predterapijske obrade u

Madridu (Carrasco i sur., 2017). Susptitucije su uo¢ene u 18,9 % bolesnika zarazenih HCV-om

94



podtipa la, 41,3 % bolesnika zaraZenih podtipom 1b te 23,5 % zaraZenih podtipom 3a (Carrasco 1
sur., 2017). Prevalencija rezistencijskih mutacija, naro¢ito u podtipu 1b i 3a, viSa je nego u ovom
istrazivanju. Drugo $panjolsko istrazivanje proucavalo je prisutnost RAS u 232 bolesnika s kroni¢nim
hepatitisom C u dvije bolnice u sjevernoj Spanjolskoj pri ¢emu su Grandal i sur. (2018) uo¢ili 5,5 %
klini¢ki znacajnih RAS u genotipu la s veoma sli¢nim rezistencijskim profilom kao u hrvatskih
ispitanika - najéesca supstitucija bila je Q30H/R (3,1 %) dok su preostale RAS (M28T, L31M, H58D,
Y93H) bile zastupljene manje od 1 % (Grandal i sur., 2018). U $panjolskom istrazivanju NS5A RAS
nisu uocene u bolesnika zarazenih genotipom 3 (Grandal i sur., 2018). U portugalskoj kohorti, NS5A
RAS bile su prisutne u 28,4 % od 81 bolesnika zarazenih genotipom 1, odnosno u 23,2 % bolesnika
zarazenih podtipom la (M28V, Q30H/R,L31M, Y93C/H) i 16 % bolesnika zarazenih podtipom 1b
(L31M i Y93H) (Brandao i sur., 2018). Ovo je ujedno i jedno od rijetkih istrazivanja gdje se
prevalencija RAS pokazala visom u podtipu la u odnosu na podtip 1b genotipa 1. Najces¢e uocena
NS5A RAS bila je YO3C/H s prevalencijom od 12 % u genotipu 1b 1 8,9 % u genotipu la (Brandao 1
sur., 2018). U hrvatskih ispitanika mutacija Y93H uocena je iskljucivo u ispitanika zarazenih HCV-
om podtipa 1b.

Prevalencija 1 tip RAS u regiji NS5A ispitanika iz sjeverne i zapadne Europe takoder su se
pokazali raznolikim. U $kotskoj kohorti prevalencija NS5A RAS uocena je u 16,8 % od 525 bolesnika
zarazenih HCV-om podtipa 1a, slicno kao u hrvatskih ispitanika. NajceS¢e uoCene supstitucije bile
su M28V (5,0 %) 1 Q30R (1,5 %), jednako kao i1 u oba hrvatska nacionalna istrazivanja. Medutim, u
Skotskom istraZivanju uoceno je 13 razli¢itth RAS u ispitanika zaraZenih podtipom 1la, dok su u
ispitanika 1z Hrvatske u ovom istrazivanju uocene samo cetiri razli¢ite RAS (Bradley Stewart 1 sur.,
2018). Lindstrom i sur. (2015) uodili su nisku prevalenciju (5,8 %) NS5A RAS u Svedskoj gdje su u
po jednog ispitanika zarazenog podtipom la (2 %) pronadene mutacije Q30H odnosno Y93H te u
jednog ispitanika zarazenog podtipom 3a (3 %) mutacija Y93H (Lindstrém 1 sur., 2015). U 14
ispitanika zarazenih podtipom 1b nisu uoene NS5A RAS, Sto je veoma netipicno, ali se moze
pripisati izrazito malom uzorku (Lindstrom i sur., 2015). Istrazivanje iz Velike Britanije uocilo je
mutacije povezane s rezistencijom na inhibitore NS5A u 4,8 % od 42 bolesnika zarazenih podtipom
1ai 13,0 % 23 bolesnika zarazenih podtipom 1b (McCormick i sur., 2014).

Najveci broj podataka o povezanosti aminokiselinskih varijanti 1 uspjeha lijecenja dostupan
je za inhibitore proteaza kojima je ciljno mjesto djelovanja protein NS3, a ujedno predstavljaju prve
odobrene DAA (Cuypers i sur., 2017a). Mutacije u regiji NS3 u prethodnim istrazivanjima pokazale
su se specifiénima za genotip virusa $to se moze objasniti ¢injenicom da je manje od 50 %
aminokiselinskih ostataka proteina NS3 konzervirano medu genotipovima. Takoder, samo nekoliko

kljuénih mutacija u ovom enzimu dovoljno je za uzrokovanje znacajne rezistencije, narocito na prvu
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generaciju inhibitora NS3 (Zeuzem i sur., 2017; Sorbo i sur., 2018). Podaci o prevalenciji RAS na
inhibitore NS3 u susjednim drzavama oskudni su, a veéi broj istrazivanja proveden je u Italiji. U
talijanskom opazajnom istrazivanju prevalencija rezistencije na inhibitore NS3 iznosila je 20,4 %, a
najcesce je bila uoc¢ena u podtipu 1a (45,2 %) i podtipu 1b (10,8 %) dok je ukupna prevalencija RAS
u podtipu 3a bila 4,6 % (Bertolli 1 sur., 2018). lako su u talijanskom istraZivanju analizirane sve RAS
koje uzrokuju povecanje srednje uc¢inkovite koncentracije lijekova vise od 2 puta, u ovom istrazivanju
uocena je gotovo za 20 % viSa prevalencija rezistencije na inhibitore NS3 u bolesnika zarazenih
podtipom la (68,8 %) 1 1b (27,5 %), a neSto niza u bolesnika zarazenih podtipom 3a (1,8 %). Opca
stopa prevalencije NS3 RAS stoga je u ovom istrazivanju takoder bila visa (33,0 %). lako se i u
talijanskom istrazivanju najcesce uocenom RAS u regiji NS3 pokazala Q80K u podtipu 1a (17 %), u
hrvatskih ispitanika prevalencija ove RAS bila je gotovo tri puta visa (46,8 %). U hrvatskih ispitanika
zarazenih podtipom 1b dominantna mutacija bila Y56F (22,5 %) koja je u talijanskom istraZivanju
uocena svega u jednog ispitanika (0,2 %). Bertolli i sur. (2018) uo¢ili su 12 razli¢itih NS3 RAS u
podtipu la, 13 razlic¢itih RAS u podtipu 1b i Sest razli¢itih RAS u podtipu 3a, dok su ovom istrazivanju
u ispitanika zarazenim podtipom la i 1b uocene su samo Ccetiri razli¢ite NS3 RAS, a u ispitanika
zarazenih podtipom 3a dvije razli¢ite NS3 RAS (Bertolli i sur., 2018). U drugom talijanskom
istrazivanju Ferraro i sur. (2014) uocili su prisutnost Sest razli¢itih RAS u 14 % od 125 bolesnika
zarazenih HCV-om podtipa 1b pri cemu je T54S (4 %) bila najces¢e uocena mutacija. Prevalencija
mutacije T54S sli¢na je kao u ovom istrazivanju (2,5 %), a niti talijansko istrazivanje nije dokazalo

RAS Y56F koja je dominantna u hrvatskih ispitanika (Ferraro i sur. 2014).

I druga europska istrazivanja uocila su razli¢ite stope prevalencije rezistencije na inhibitore
NS3, pri ¢emu je u bolesnika zarazenih podtipom la HCV-a najc¢esée prisutna RAS bila Q80K.
Jimenez-Sousa i sur. (2016) ispitivali su prevalenciju NS3 RAS u 2568 bolesnika s kroni¢nim
hepatitisom C iz 115 bolnica diljem Spanjolske. Najée$ée uoena mutacija bila je Q80K (11,1 %) dok
su druge najcesce zastupljene RAS bile S122G (6,2 %), T54S (3,5 %), V55A (2,6 %) te V551 (2,2
%). Prevalencija ostalih RAS (V36L/M, R155K i D168E) bila je niza od 2 %. Uoceno je kako
prevalencija Q80K nije ujednacena unutar drzave vec je zastupljena u rasponu 7,3 — 22,2 % (Jimenez-
Sousa i sur., 2016). Beloukas 1 sur (2015) proucavali su prevalenciju mutacije Q80K u 238 bolesnika
s kroni¢nim hepatitisom C u razli¢itim regijama Engleske (Beloukas i sur. 2015). Mutacija Q80K bila
je prisutna u 18,5 % ispitanika u rasponu 14,9 — 27,1 % unutar drzave. Sekvenciranjem nove
generacije koje omogucava granicu uoc¢avanja RAV ¢iji ukupni udio u virusnoj populaciji ¢ini manje
od 1 %, prevalencija Q80K iznosila je vise od 40 %. Medu bolesnicima s mutacijom Q80K, 11,4 %
imalo je dodatne RAS u regiji NS3 od kojih su s ucestalos¢u vecom od 10 % bile prisutne V36L i
V55A (Beloukas i sur. 2015).
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Izrazita konzerviranost aktivnog mjesta NS5B neophodna za ocCuvanje enzimske RNA-
polimerazne aktivnosti ovog proteina omogucéuje pangenotipsku ucinkovitost NI NS5B i visoku
gensku barijeru za nastanak rezistencije (Li i Chung, 2019). Ovim istrazivanjem je prvi put u
Hrvatskoj ispitana prisutnost rezistencijskih mutacija na NI u regiji NS5B HCV-a. Jedina uo¢ena
supstitucija bila je L159F, prisutna isklju¢ivo u podtipu 1b HCV-a (31,3 %). Literaturni podaci o
prevalenciji NS5B rezistencije u nacionalnim istrazivanjima oskudni su. U talijanskom istrazivanju
Bertolli i sur. (2018) ispitivali su prisutnost NS5B RAS u 496 ispitanika zarazenih podtipovima la,
1b i 3a HCV-a, pri ¢emu su NI NS5B RAS uocene takoder samo u podtipu 1b (21,1 %). Najéesce
prisutne mutacije bile su L159F (13,4 %) i C316N (19,1 %) (Bertolli i sur., 2018). U drugom
talijanskom istrazivanju Bartolini i sur. (2017) analizirali su prisutnost RAS u 42 ispitanika zarazenih
HCV-om podtipa 3a u kojih nisu uocili rezistencijske mutacije u regiji NS5B (Bartolini i sur, 2017).
U portugalskom istrazivanju, Brandao i sur. (2018) ispitivali su prisutnost NS5B RAS u 81 ispitanika
zarazenih genotipom 1 koje su uocene s prevalencijom od 14,8 % 1 to isklju¢ivo u podtipu 1b.
Supstitucija L159F koja uzrokuje smanjenu osjetljivost na NI NS5B SOF uocena je u 24 % ispitanika
zarazenih podtipom 1b HCV-a. Medutim, svi ispitanici postigli su SVR nakon 12 tjedana lijecenja
kombinacijom SOF/LDV S§to naglaSava vazZnost i u¢inkovitost kombinirane terapije (Branddo 1 sur.,

2018).

lako su neka nacionalna istrazivanja proucavala prisutnost RAS u vise razli¢itih regija
virusnog genoma, vedina regionalnih istrazivanja bila je usmjerena samo na pojedine genotipove
HCV-a, poput genotipa 1 kojim je zaraZzeno viSe od 60 % osoba s kroni¢nim hepatitisom C u Europi
(Petruzello i sur., 2016; Gower i sur., 2014). U nekoliko europskih zemalja uoc¢ena je prevalencija
rezistencije na sve DAA usporediva s podacima iz Hrvatske. Dietz i sur. (2015) proveli su paralelno
populacijsko sekvenciranje regija NS3, NS5A i NS5B 312 prethodno nelijecenih bolesnika zarazenih
genotipom 1 u Njemackoj. Rezistencija na inhibitore NS3, NS5A i NS5B uocena je u 20,5 %, 11,9
%, odnosno 22,1 % ispitanika, s bitnim razlikama u prevalenciji ovisno o podtipovima (Dietz i sur.,
2015). Najcesce uocena mutacija u regiji NS3 bila je Q80K (19,9 %), naro¢ito u podtipu la (34,7 %)
dok su ostale RAS uocene rijetko. NS5A RAS identificirane suu 7,1 % ispitanika zarazenih podtipom
la1 17,6 % ispitanika zarazenih podtipom 1b. U podtipu 1a najceS¢a mutacija bila je M28V (3,5 %)
dok su ostale mutacije (L31M, Y93F/N, Q30H, L31M, Y93H ) bile zastupljene s manje od 2 %. U
podtipu 1b naj¢esca mutacija bila je Y93H (14,1 %) pracena sekundarnim mutacijama na polozajima
R30, P58 i Q54. RAS na NNI polimeraze NS5B uocene su u 3,5 % sekvencija podtipa 1a i 44,4 %
sekvencija podtipa 1b (Dietz i sur., 2015). Parczewski i sur. (2018) usporedivali su ucestalost NS3 i
NS5A RAS u 387 bolesnika zarazenih HCV-om genotipa 1 u Poljskoj. RAS na inhibitore NS3 uocili
su u 33,3 % bolesnika zarazenih podtipom la i 2,6 % bolesnika zarazenih podtipom 1b. RAS na

inhibitore NS5A uocili su u 5,6 % ispitanika zarazenih podtipom la i 9,3 % ispitanika zarazenih
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podtipom 1b HCV-a. Varijacije na polozajima 31 i 93 bile su prisutne samo u podtipu 1b (Parczewski
i sur., 2018).

Zarazliku od nacionalnih istrazivanja koja su uglavnom ispitivala prevalenciju rezistencije na
odredene DAA u pojedinim genotipovima HCV-a, globalna istrazivanja omogucuju pregled RAS na
inhibitore NS3, NS5A i NS5B u veéine epidemijski rasprostranjenih genotipova. Najcesce je rije¢ o
analizama temeljenim na prethodno unesenim sekvencijama dostupnim u razli¢itim bazama podataka
ili klinickim istrazivanjima ucinkovitosti pojedinih skupina DAA. Ova istrazivanja ujedno
omogucuju pouzdanije pracenje raznolikosti raspodjele RAS ovisno o geografskim regijama buduci
da ne dolazi do nesukladnosti u definiciji RAS koja se ¢esto javlja u interpretaciji podataka izmedu
razli¢itih istrazivanja. Patifio-Galindo i sur. (2016) prikupili su podatke iz tri razlicite baze podataka
2013. godine te analizirali prisutnost NS3 RAS u 2901 sekvencija, NS5A RAS u 2216 sekvencija i
NS5B RAS u 1344 sekvencija genotipova HCV-a 1 — 6 (Patifio-Galindo i sur., 2016). Pokazalo se
kako je medu NS3 RAS Q80K bila visoko zastupljena u podtipu la (36,6 %) za koji su se
karakteristicnim pokazale i V55A/1 (3,9 %). Ostale RAS bile su zastupljene manje od 2 %.
Najznacajnijim RAS povezanim s klinickom rezistencijom na inhibitore NS5A pokazale su se
L31V/M te Y93H/N. Y93H bila je zastupljena u 4,8 % bolesnika zarazenim podtipom 1b i 3,1 %
ispitanika zarazenih genotipom 3. Ucestalost NS5B RAS takoder bila je razli¢ito zastupljena medu
genotipovima HCV-a. Medu varijacijama koje utjecu na NI, L159F identificirana je samo u 4,5 %
sekvencija podtipa 1b, gotovo pet puta manje u odnosu na hrvatske ispitanike (Patino-Galindo i sur.,
2016). Kliemann i sur. (2016) prikupili su podatke iz Europske baze podataka za hepatitis C i
analizirali RAS u 798 sekvencija NS3, 699 sekvencija NS5A i 535 sekvencija NS5B podtipova 1a,
1b i 3a HCV-a bolesnika prethodno nelijeCenih DAA (Kliemann i sur., 2016). U regiji NS3 najcesce
uocena mutacija bila je Q80K u podtipu 1a (44,7 %) s visokom prevalencijom slicnom kao u hrvatskih
ispitanika. Takoder, u ovim istrazivanjem dokazana je visoka prevalencija Y56F (15,9 %). U regiji
NS5A uoceno je vise razli¢itih RAS s prevalencijom nizom od 3 % u podtipu la (L23M, M28T,
Q30H, Q30R, L31M, P58S, Y93C), dok su u podtipu 1b NS5A RAS zastupljene vise od 2 % bile
L28M, R30Q, M31L, P58S i Y93H. U podtipu 3a prevalencija NS5A RAS iznosila je 3,6 % s
uocenim supstitucijama M281, A30L i PS8R. Prevalencija NS5B RAS bila je niza od 1 % osim S556G
(7,8 % ) koja u bolesnika genotipa 1 uzrokuje rezistenciju na NNI DCV (Kliemann i sur., 2016). Chen
i sur. (2016) analizirali su globalnu prevalenciju RAS za sve regije i genotipove na 1455 sekvencija
HCV-a duljine vec¢e od 9000 pb iz baze podataka GenBank porijeklom od bolesnika koji prethodno
nisu lije¢eni DAA (Chen i sur., 2016). Najmanje jedna dominantna rezistentna varijanta uocena je u
58,7 % sekvencija - od toga 74,1 % u Aziji, 71,9 % u Africi, 35,5 % u Americi i 51,4 % u Europi.
Kada je analiza ogranic¢ena samo na klinicki zna¢ajne RAS opca prevalencija rezistencije iznosila je

37,9 % - od toga 48,4 % u Americi, 29,3 % u Europi, 18,5 % Aziji i 31,3 % u Africi. Prevalencija
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RAS bila je 40,0 % u regiji NS5A, 29,6 % u regiji NS3 i niza od 4,0 % u regiji NS5B. Klini¢ki
znacajne RAS uocene su s prevalencijom od 12 % na inhibitore NS5A, 25,1 % na inhibitore NS3, 0,1
% na NI polimeraze NS5B te 3,8 % na NNI polimeraze NS5B $to je usporedivo s rezultatima ovog
istrazivanja. Takoder, ukupna prevalencija RAS (45,7 %) 1 klinicki znacajnih RAS (27,7 %) uocena

u ovom radu odgovara vrijednostima karakteristicnim za Europu (Chen 1 sur., 2016).

Podaci nekoliko istrazivanja upucuju na to kako bi prevalencija specificnih RAS mogla
varirati ovisno o geografskoj regiji. Primjerice, pokazalo se kako prevalencija RAS Y93H u genotipu
3, koja je uocena u 1,8 % hrvatskih ispitanika, varira izmedu 0 i 17 % u razli¢itim geografskim
regijama (Hernandez i sur., 2013). Sarrazin i sur. (2016) analizirali su podatke lijeCenja 2144
bolesnika zarazenih HCV-om podtipa laili 1b u sklopu druge i trece faze klini¢kog ispitivanja LDV
1 SOF pomocu populacijskog sekvenciranja i sekvenciranja nove generacije (Sarrazin i sur., 2016).
Prevalencija RAS u regiji NS5A prethodno nelijecenih bolesnika iznosila je 16 % neovisno o podtipu
HCV-a - 15,6 % u podtipu 1a te 16,4 % u podtipu 1b. Od 338 bolesnika s NS5A RAS, 316 (93,5 %)
postiglo je SVR nakon lijeCenja LDV/SOF s ili bez ribavirina u usporedbi s 1741 od 1770 (98,4 %)
bolesnika bez NS5A RAS. Usporedbom bolesnika iz EU i SAD-a uo¢ene su manje razlike u
geografskoj raspodjeli NS5A RAS koje su za podtip 1a bile prisutne ¢es¢e u EU (20,9 %) u odnosu
na SAD (15 %). Slican trend uocen je i za podtip 1b pri cemu su NS5A RAS takoder ¢esée utvrdene
u bolesnika iz EU (17,1 %) u odnosu na SAD (15,5 %). U podtipu la uocena je sli¢na prevalencija
pojedinacnih RAS (L31M, Q30H/R i1 Y93H) neovisno o regiji, dok je prevalencija RAS u podtipu 1b
bila visa u EU (15,0 %) u odnosu na SAD (9,3 %). Od 202 bolesnika prethodno nelijeGenih
inhibitorima NS3, 11,4 % imalo je NS3 RAS, od kojih je 95,5 % postiglo SVR. Od ukupno 1692
bolesnika za koje su dobivene sekvencije regije NS5B NI RAS uocene su u 41 ispitanika (2,4 %), pri
¢emu je najzastupljenija RAS bila L159F (2,1 %) (Sarrazin i sur., 2016). Rezultati dobiveni ovim
istrazivanjem pokazuju kako je prevalencija NS5A RAS po podtipovima u Hrvatskoj niza i bliza
vrijednostima iz SAD-a. Krishnan i sur. (2015) pratili su u¢inkovitost lije¢enja PTV, OBV i LDV
406 bolesnika zarazenih genotipom 1 HCV-a u sklopu druge faze klini¢kog ispitivanja ovih lijekova
(Krishnan i sur., 2015). NS3 RAS uocene su u 45 % bolesnika zaraZenih podtipom 1a, pri ¢emu je
ucestalost Q80K iznosila 46,8 % medu sekvencijama iz SAD-a i 13,5 % medu sekvencijama iz EU.
NS5A RAS na poziciji M28, Q30, L31, H58, ili Y93 uocene su u 15 % bolesnika zarazenih podtipom
la, pri ¢emu je najucestalija mutacija bila M28V (7 %), koja je uocena iskljucivo u sekvencijama
porijeklom iz SAD-a. Mutacije Q80K te M28V takoder su bile najzastupljenije NS5A i NS3 RAS u
podtipu la u hrvatskih ispitanika, a ¢ini se kako je njihova ucestalost visa od vrijednosti
karakteristi¢nih za Europu te usporediva s vrijednostima tipi¢nim za SAD. U bolesnika zarazenih
podtipom 1b prevalencija NS5A RAS na poziciji L28, R30, L31, P58 ili Y93 bila je 25 % pri ¢emu
je najces¢e uoCena mutacija bila Y93H (5,4 %) (Krishnan i sur., 2015). Zeuzem i sur. (2017)
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analizirali su podatke iz 35 istrazivanja prve, druge i trece faze klinickih ispitivanja u 22 drzave kako
bi ustanovili prevalenciju NSSA RAS prije primjene DAA u 3507 bolesnika zaraZenih podtipom la
i 1886 zaraZenih podtipom 1b (Zeuzem i sur., 2017). NS5A RAS uocene su u 13,0 % bolesnika
zarazenih podtipom la i 17,6 % bolesnika zarazenih podtipom 1b diljem svijeta, odnosno 12,1 %
bolesnika zaraZenih podtipom la i 16,8 % bolesnika zarazenih podtipom 1b u Europi. Najcesce
uocene mutacije u podtipu la bile su M28V (5,4 %) 1 L31M (2,3 %), dok je mutacija Y93H je u
podtipu 1b uocena mnogo ¢esc¢e od ostalih (10,6 %), bez velikih razlika u regionalnoj zastupljenosti
Sto je usporedivo s rezultatima ovog istrazivanja. Valja napomenuti kako u vecini takozvanih
globalnih analiza veliki dijelovi svijeta ipak nisu ukljuc¢eni odnosno kako su mutacije koje uzrokuju

rezistenciju bitno manje proucavanje u Africi, Aziji i Juznoj Americi (Zeuzem i sur., 2017).

Dobro je poznato kako svaki lijek ili porodica lijekova poti¢e specifi¢an mutacijski profil za
odredeni virusni genotip odnosno podtip te kako svaku skupinu DAA karakterizira razli¢ita genska
barijera za rezistenciju. Medutim, iako se specificne rezistencijske mutacije za svaki individualni lijek
u odredenoj skupini razlikuju, postoji moguénost krizne rezistencije izmedu komponenti razlicitih
skupina lijekova (Kliemann, 2016). Manji broj istrazivanja pratio je istovremenu prisutnost RAS na
sve tri skupine DAA za svakog pojedinog ispitanika, prvenstveno zbog nedostupnosti dovoljno
dugackih sekvencija odnosno sekvencija koje obuhvacaju sve znacajne regije genoma. Chen i sur.
(2016) su u globalnoj analizi 1455 sekvencija genotipova 1 — 6 uocili nisku prevalenciju visestrukih
RAS u razli¢itim nestrukturnim regijama istog genoma (1,2 — 3,5 %), uz iznimku NS3 + NS5A RAS
(15,6 %). Prevalencija viSestrukih klinicki znacajnih RAS bila je jo§ rjeda, naro€ito kombinacije u
koje je ukljucena regija NS5B (0,2 — 0,7 %) (Chen i sur., 2016). Krishnan i sur. (2015) u sklopu druge
faze klinickog istrazivanja koje je ukljucivalo 406 bolesnika zarazenih genotipom 1 HCV-a nisu
uocili RAS u sve tri regije, a samo u dva (0,5 %) bolesnika uocili su NS5A + NS5B RAS (Krishnan
i sur., 2015). Brandao i sur. (2018) su u portugalskom radu koji se fokusirao na prevalenciju RAS u
regiji NS5 genotipa 1 uocili RAS na dvije skupine inhibitora NS5 (NS5A + NS5B) u 4,9 % od 81
ispitanika (Brandao 1 sur., 2018). Itakura i sur. (2015) uocili su nisku prevalenciju NS3 + NS5A RAS
(1,3 %) u 493 bolesnika podtipa 1b u Japanu (Itakura i sur., 2015). U talijanskom nacionalnom
istrazivanju Bertolli i sur. (2018) ustanovili su kako je od 372 bolesnika genotipova 1 — 4 za koje je
ispitana rezistencija na sva tri gena, 29 (7,3 %) bilo rezistentno na dvije ili vise skupina DAA (Bertolli
i sur., 2018). Najucestalija je bila kombinacija NS3 + NS5A RAS (2,7 %), potom NS3 + NS5B RAS
(1,9 %) te NS5A + NS5B RAS (1,6 %). Rezistencija na sve tri skupine DAA uocena je samo u dva
(0,5 %) bolesnika zarazena podtipom 1b (Bertolli i sur., 2018). U ovom istrazivanju uocena je slicna
prevalencija viSestrukih RAS u tri naj¢esce zastupljena genotipa u Hrvatskoj (8,3 %). Najc¢es¢im su
se pokazale NS3 + NS5A RAS (5 %), dok su kombinacije RAS koje ukljucuju regiju NS5B bile

narocito rijetke (manje od 2 %). Rezistencija na tri skupine DAA takoder je uocena samo u dva
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bolesnika podtipa 1b (0,7 %). Ovo je ujedno jedino dosad provedeno istraZivanje u Hrvatskoj koje je
istrazivalo istovremenu prisutnost RAS na vise od jedne skupine DAA. Uloga viSestrukih RAS u
nastanku rezistencije nije u potpunosti definirana, a analiza nekoliko bolesnika koji nisu postigli SVR
ukazuje na potencijalan u¢inak dvostruke rezistencije NS3 + NS5A $to valja uzeti u obzir buduci da
mnoge najéesce korisStene kombinacije DAA sadrze inhibitore NS3 i inhibitore NS5A (Bertolli 1 sur.,

2018).

Vecina istrazivanja rezistenciju HCV-a na DAA ispitivala je s obzirom na genotip virusa pri
¢emu su prevalencija i tip RAS uglavnom pratili obrazac specifi¢an za genotip. Svega nekoliko
istrazivanja pratilo je prevalenciju rezistencije na DAA u okviru drugih klinickih, demografskih i
laboratorijskih karakteristika bolesnika. Bertolli i sur. (2018) nisu uocili povezanost prevalencije NS3
ili NS5A RAS u bolesnika s cirozom jetre u odnosu na bolesnike bez ciroze (Bertolli i sur., 2018). U
istrazivanju Parczewski i sur. (2018) prisutnost NS3 RAS nije bila povezana s fibrozom jetre, ali se
ucCestalost NS5A RAS znacajno razlikovala u bolesnika s razli¢itim stadijima fibroze (Parczewski i
sur., 2018). Povecana frekvencija NS5A RAS pronadena je u slucajevima s uznapredovalom
fibrozom jetre pri cemu je prevalencija rezistencije na inhibitore NS5A iznosila 17,2 % za bolesnike
s F3 — F4 stadijem fibroze u odnosu na 6,9 % za bolesnike s FO — F2 stadijem fibroze (P = 0,004).
Takoder, visa prevalencija NS5A RAS uocena je u bolesnika s cirozom jetre (20,3 %) u odnosu na
bolesnike bez ciroze (7,7 %) (P = 0,003). Nije uo¢ena povezanost izmedu NS3 ili NS5A RAS i spola
ispitanika, viremije te koinfekcije s virusom hepatitisa B (Parczewski i sur., 2018). U ovom
istrazivanju jedina statisticki zna¢ajna povezanost uocena je izmedu prisutnosti NS3, NS5A 1 NS5B
RAS 1 genotipa virusa, dok se spol, dob, viremija i stadij fibroze nisu pokazali povezani s prisutno$¢u

RAS na DAA.

Iznimno velika molekularna raznolikost HCV-a uzrokovana neprekidnim procesom genske
varijacije, kompeticije 1 selekcije omogucuje pracenje evolucijskih i epidemioloSkih obrazaca u
kratkom vremenskom razdoblju. Rezultati filogenetske analize sekvencija podtipa 1a pokazuju kako
se sve sekvencije grupiraju u dva kladija — kladij I u koji se svrstavaju sekvencije 68 ispitanika (62,4
%) i kladij 11 u koji se svrstavaju sekvencije 41 ispitanika (37,6 %) ukljuéenih u ovo istrazivanje.
Udio sekvencija koje pripadaju kladiju I nesto je visi u odnosu na prethodna nacionalna istrazivanja.
Filogenetska analiza 136 sekvencija podtipa l1a tijekom 2015. i 2016. godine provedena u sklopu
istrazivanja prevalencije rezistencije na inhibitore NS3 u Hrvatskoj pokazala je kako su kladiju |
pripadale 72 sekvencije (52,9 %), a kladiju Il 64 sekvencije (47,1 %) (Grgic i sur, 2017). Filogenetska
analiza 51 sekvencije podtipa 1a uzorkovanih tijekom 2017. i 2018. godine u Hrvatskoj provedena
sklopu istrazivanja prevalencije rezistencije na inhibitore NS5A pokazala je kako je kladiju |

pripadalo 28 sekvencija (54,9 %), a kladiju Il 22 sekvencije (43,1 %) (Simicic i sur., 2019). Takoder,
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ovo istrazivanje pokazalo je statisticki znacajnu povezanost izmedu prisutnosti NS3 RAS i kladija
podtipa la pri ¢emu su NS3 RAS uocene ¢esée unutar kladija I (79,4 %) u odnosu na kladij 11 (51,2
%) (P = 0,003). Rezistencijske mutacije koje uzrokuju klinicki znacajnu rezistenciju na inhibitore
proteaze NS3 takoder su bile mnogo zastupljenije u kladiju I (75,0 %) u odnosu na kladij 11 (14,6 %),
jednako kao i mutacija Q80K uocena u 73,5 % ispitanika zarazenih kladijem I i samo 2,4 % ispitanika
zarazenih kladijem Il podtipa 1a HCV-a (P < 0,001). Podaci prethodnog nacionalnog istraZivanja u
kojem je mutacija Q80K uoc¢ena u 80,6 % bolesnika zarazenih kladijem I i niti u jednog bolesnika
zarazenih kladijem Il podtipa 1la HCV-a upucuju na to kako je udio Q80K u kladiju | u Hrvatskoj
neprekidno visok (Grgic i sur., 2017).

Segregacija podtipa la u dva razli¢ita kladija po prvi put je uocena 2011. godine na temelju
filogenetskih rekonstrukcija ¢itavog virusnog genoma HCV-a. Filogenetski informativna mjesta koja
omogucuju razlikovanje kladija | od kladija Il raspodijeljena su duz genoma, a narocito su
koncentrirana u regijama E1, E2, NS3, NS5A i NS5B. Mnoga od ovih mjesta locirana su na kodonima
ili u blizini kodona povezanih s rezistencijom na DAA (Picket, Striker i Lefkowitz, 2011). Krishnan
i sur. (2015) ustanovili su kako se vec¢ina sekvencija podtipa 1a s RAS Q80K u regiji NS3 svrstavala
u kladij I (98 %) pri cemu je ukupna prevalencija Q80K u kladiju I bila 66,4 % (Krishnan i sur.,
2015). Razdioba sekvencija podtipa 1la na kladij I i kladij 11 te pojava mutacije Q80K uglavnom u
kladiju I uocena je i u brojnim drugim istrazivanjima. Jimenes Souisa i sur. (2016) takoder su uocili
mnogo Visu prevalenciju mutacije Q80K u bolesnicima zaraZzenim kladijem | (41,5 %) u odnosu na
bolesnike zaraZzene kladijem 11 (1,6 %) (P <0,001) (Jimenes Souisa i sur. 2016). De Luca i sur. (2015)
uocili su kako je kladij I ¢es¢i u ne-europskim zemljama, prvenstveno u SAD-u (75,7 %), u usporedbi
s Europom (49,3 %) (De Luca i sur., 2015). Takoder, mutacija Q80K uocena je u 111 (51,6 %)
ispitanika zarazenih kladijem 1, a niti u jednog od 141 ispitanika zarazenih kladijem Il podtipa 1a
HCV-a (0 %). Prevalencija RAS Q80K u kladiju I bila je 56,6 % u sekvencijama porijeklom iz Europe
i 48,2 % u sekvencijama porijeklom iz SAD-a. Zbog razliCite prevalencije mutacije Q80K u dva
kladija podtipa 1a i njihove drugacije geografske raspodjele ukupna prevalencija Q80K u podtipu la
bila je visa u SAD-u (36,5 %) u odnosu na Europu (27,6 %). Druge rezistencijske mutacije bile su
uocene vrlo rijetko i nisu bile jednoliko zastupljene u dva kladija. Takoder, razdvajanje kladija od
zajednickog pretka je dogadaj za koji su De Luca 1 sur. (2105) ustanovili da se dogodio priblizno oko
1964. godine odnosno kako se kladij Il pojavio u razdoblju 1961. — 1989. godine, gotovo desetljece
nakon kladija I (1952. —1975. godine) (De Luca i sur., 2015). Filogenetska analiza sekvencija podtipa
la po geografskim regijama pokazala je kako je vecina (96 %) sekvencija s mutacijom Q80K potjece
od jedne supstitucijske promjene koja je nastala oko 1940. godine na podruc¢ju SAD-a. Ova
evolucijska povijest mogla bi objasniti prethodno uocene geografske razlike u prevalenciji mutacije

Q80K. Pretpostavlja se kako je do unosa ove mutacije u Europu doslo u viSe nezavisnih navrata.
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Cuypers i sur. (2017b) pokazali su kako je prva pojava kladija I u Italiji utvrdena oko 1962. godine
(95 % HPD, 1958. — 1966.) (Cuypers i sur., 2017b). Takoder, vrijeme porijekla mutacije Q80K te
stabilnost i visoka prevalencija u podtipu 1a upucéuju na to kako ova mutacija u populaciji nije nastala
kao odgovor na lijeCenje DAA, odnosno da je rije¢ o prethodno postoje¢oj supstituciji koji ujedno
uzrokuje smanjenu osjetljivost na lijekove, a u odsutnosti lijekova pozitivno utjece na virusni fitness
(McCloseky i sur., 2015). Cinjenica da je mutacija Q80K usko povezana s kladijem 1, a da kladij | i
II segregiraju nezavisno o prisutnosti Q80K upucuje da bi segregacija kladija ipak mogla prethoditi
nastanku supstitucije Q80K (De Luca i sur., 2015).

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na to kako nema statisticki znacajne povezanosti izmedu
prisutnosti NS5A RAS neovisno o njihovoj klini¢koj znacajnosti i kladija podtipa 1a, dok NS5B RAS
nisu uocene niti u jednom kladiju podtipa la. Podaci prethodnih nacionalnih istrazivanja takoder
pokazuju jednoliku zastupljenost NS5A RAS u kladiju 1 (4,3 %) i kladiju 11 (10,7 %) (Simicic i sur.,
2019). Caudai i sur. (2017) ustanovili su kako NS5A RAS u 61 ispitanika nisu znacajno povezane s
kladijem podtipa la pri ¢emu su rezistencijske mutacije bile prisutne s prevalencijom od 2,9 % u
kladiju | te 7,4 % u kladiju 1l (P = 0,579) (Caudai i sur., 2017). Topologija filogenetskih stabala
podtipova 1bi3au ovom istraZzivanju pokazuje njihovu jednoliku zastupljenost na razli¢itim granama
bez izrazenog grupiranja ili formiranja kladija. Ipak, dok su sekvencije podtipa 1b jednoliko rasprsene
duz filogenetskih stabala medu sekvencijama porijeklom iz drugih drzava, sekvencije podtipa 3a
svrstavaju se pretezno na sestrinske grane §to upucuje na njihovu ve¢u medusobnu gensku sli¢nost.

Druga europska i globalna istrazivanja takoder nisu pokazala segregacija podtipova la i 3a u kladije.

Molekularna analiza sekvencija brzo evoluiraju¢ih virusa poput HIV-a i HCV-a pokazala se
ucinkovitom metodom pracenja virusnih transmisijskih dogadaja (Hackman i sur., 2021). Rezultati
ovog istrazivanja pokazali su pripadnost 27 ispitanika (9,0 %) jednom od 13 identificiranih
transmisijskih parova ili klastera. Statisticki znacajna povezanost bila je dokazana izmedu podtipa
HCV-a i pripadnosti transmisijskom paru ili klasteru pri ¢emu je najveéi broj ispitanika koji su dio
transmisijskog para ili klastera bio zarazen HCV-om podtipa 3a (15,3 %) (P = 0,008) u skladu s
pocetnom hipotezom. Takoder, ispitanici koji su dio nekog transmisijskog para ili klastera bili su
mladi (medijan dobi = 37,0 godina) u odnosu na ispitanike kod kojih nije uocena epidemioloska
povezanost infekcije HCV-om (medijan dobi = 46,0 godina) (P < 0,001). U istrazivanju Parczewski
i sur. (2018) uocili su kako su sekvencije dobivene od bolesnika s uznapredovalom cirozom jetre (F3
— F4) manje Cesto (22,2 %) formirale klastere i parove u odnosu na sekvencije od ispitanika s manjim
stupnjem fibroze (FO — F2) (43,7 %) (P < 0,001). Takoder, NS5A RAYV bile su manje uéestale medu
sekvencijama koje su formirale klastere i parove (5,2 %) u odnosu na sekvencije u kojih nije pokazana

epidemioloska povezanost (11,2 %) (P = 0,039). Klasteri i parovi bili su mnogo zastupljeniji u
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bolesnicima s podtipom 1a (70,4 %) u odnosu na podtip 1b (34,1 %) (Parczewski i sur., 2018). U
ovom radu stadij fibroze i prisutnost RAS nisu se pokazali povezanima s pripadnos§¢u transmisijskim
parovima. Takoder, iznimno velik broj klastera uocen u istrazivanju Parczewski i sur. (2018) moze
se pripisati razli¢itim kriterijima primijenjenim za identifikaciju transmisijskih parova odnosno
klastera (Parczewski i sur., 2018). Veéina istrazivanja definirala je pripadnost transmisijskim
parovima ili klasterima za sekvencije koje imaju genetsku udaljenost manju od 3 — 4,5 % uz podrsku
grananja 70 — 90 % (Murphy i sur., 2019; Palladino i sur; 2020, Clipman i sur., 2021; Minosse i sur.,
2021). Parczewski i sur. (2018) koristili su kriterij maksimalne genetske udaljenosti od 8 % $to moze
objasniti velik udio utvrdenih transmisijskih klastera u populaciji ispitanika (Parczewski i sur., 2018).
U istrazivanju Palladino i sur. (2020) uocili su 10,5 % transmisijskih klastera odnosno parova na
temelju regije NS5A genotipa 1a u Spanjolskoj (Palladino i sur., 2020). Transmisijski parovi i klasteri
pretezno su se nalazili u kladiju 1l (79,3 %), a vise od polovice transmisijskih parova i klastera ¢inili
su samo muskarci (58,6 %). U ovom istrazivanju spol ispitanika nije bio povezan s pripadnoséu
transmisijskim parovima, a svi transmisijski parovi bolesnika zarazenih podtipom 1a bili su povezani
iskljucivo s kladijem I (11,8 %) (P = 0,024). Valja istaknuti kako je u istrazivanju Palladino i sur.
(2020) Kkladij 1l (82,3 %) bio ucestaliji od kladija | (17,7 %) te kako je njegovo pretpostavljeno
porijeklo bilo starije (1912. godina) u odnosu na kladij I (1952. godina) $to ¢ini epidemiolosku
povijest podtipa 1a u Spanjolskoj bitno drugagijom od ostatka Europe (Palladino i sur., 2020).

Rezultati ovog istraZzivanja pokazali su kako je u svim ili gotovo svim transmisijskim
parovima koje €ine ispitanici podtipa 1la odnosno 3a najmanje jedan ispitanik bio IDU. Metode
molekularne epidemiologije koriStene su u brojnim istrazivanjima kako bi se identificirale
transmisijske mreze IDU. U istrazivanju Hackman 1 sur. su u populaciji 820 IDU zaraZenih podtipom
1a pokazali kako je 46 % bilo dio nekog transmisijskog para ili klastera. Analiza klastera pokazala je
kako je za sudionike mlade od 35 godina bilo vjerojatnije kako ¢e biti dio klastera (Hackman 1 sur.,
2021). U istrazivanju Clipman i sur. (2021) na 483 IDU zarazena HCV-om u Indiji (Clipman i sur.,
2021) transmisijskim Kklasterima ukupno je pripadalo 28,8 % sekvencija HCV-a s prosje¢nom
veli¢inom klastera od tri osobe. Bolesnici s genetski povezanom infekcijom HCV-om bili su ve¢inom
muskog spola i zna¢ajno mladi s medijanom dobi od 33 godine. Najces¢i podtip u ovoj populaciji bio
je 3b, a nisu identificirani drugi rizi¢ni faktori za svrstavanje u transmisijske klastere (Clipman i sur.,
2021). Potrebno je istaknuti kako je pracenje transmisijskih dogadaja HCV-a, narocito u
visokorizi¢nim populacijama kao §to su IDU, veoma sloZeno. TeSko je ustanoviti tocno vrijeme
uspostave infekcije HCV-om budu¢i da u 25 — 35 % zarazenih osoba dolazi do spontanog izljecenja,
a nakon izljecenja postoji stalan rizik od reinfekcije. Takoder, u uspostavi inicijalne infekcije moze
sudjelovati viSe razliCitih virusnih sojeva (koinfekcija), a osobe koje razviju kroni¢nu infekciju mogu

se u budu¢nosti zaraziti novih virusnim sojevima (superinfekcija). Postojanje kvazivrsta HCV-a
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dovodi do nastanka visokostrukturiranih populacija u pojedinoj zarazenoj osobi tijekom vremena.
Virusne varijante uzorkovane u jednoj vremenskoj tocki ne odrazavaju nuzno pravi sastav virusne

populacije, a stopa evolucije moze biti veoma razli¢ita za pojedine subpopulacije (Rose i sur., 2018).

Pouzdanost evolucijske povezanosti dobivene temeljem filogenetskih rekonstrukcija raste s
poveéanjem duzine sekvencija. Iz tog razloga pozeljno je sekvencirati duze dijelove virusnog
genoma, a preciznost filodinamic¢kih procjena moze se povecati i Spajanjem vise genomskih
fragmenata (Pérez i sur., 2019). Stoga je u ovoj studiji dinamika populacije sekvencija podtipa 1a, 1b
I 3a ispitana na spojenim sekvencijama regija NS3, NS5A i NS5B ispitanika zarazenih pojedinim
genotipom HCV-a. Procijenjena stopa evolucije, izrazena kao broj nukleotidnih supstitucija po
mijestu po godini, bila je najveca za sekvencije podtipa 1b (3,8 x 10%; 95 % HPD, 1,3 — 6,6 x 103),
dok je za sekvencije podtipa 1a (1,5 x 10%; 95 % HPD, 0,5 — 2,4 x 1073) i podtipa 3a (2,0 x 1073; 95
% HPD, 0,5 — 3,7 x 107) bila neito niza. Srednje procijenjene vrijednosti tMRCA upuéuju kako
zadnji zajednicki predak sekvencija podtipa 1a u Hrvatskoj datira oko 1960. (95 % HPD, 1911. —
1994.) godine, sekvencija podtipa 1b oko 1994. (95 % HPD, 1973. — 2009.) godine, a sekvencija
podtipa 3a oko 1978. (95 % HPD, 1933. — 2004.) godine. Brojna istrazivanja proucavala su
evolucijsku povijest epidemijskih podtipova poput 1a, 1b i 3a u okviru njihova porijekla i Sirenja
diljem svijeta, a manji broj nacionalnih istrazivanja bio je usmjeren na filodinamicke analize ovih

potipova na regionalnoj razini.

lako se izvornim podru¢jem porijekla cjelokupnog genotipa 1 smatra zapadna Afrika,
filogeografske analize pokazale su kako su se podtipovi la i 1b u 20. stolje¢u vjerojatno prosirili iz
razvijenih zemalja u zemlje u razvoju (Magiorkinis i sur., 2009). Pretpostavlja se kako je porast broja
osoba zaraZenih podtipom la HCV-a od sredine 20. stolje¢a povezan s povecanom zlouporabom
droga 1 jatrogenim prijenosom. Cuypers i sur. (2017b) proucavali su filogenetsku povijest talijanskih
bolesnika zarazenih podtipom la u razdoblju 2011. — 2015. godine na temelju sekvencija regije NS3
pri ¢emu su ustanovili kako prva pojava podtipa 1la u Italiji datira oko 1958. (95% HPD, 1949. —
1964.) godine (Cuypers i sur., 2017b). Obrazac klasteriranja pokazao je kako je do unosa podtipa la
u Italiju doslo u vise nezavisnih navrata iz zapadne Europe i SAD-a. Period nakon zavrsetka Drugog
svjetskog rata koji obiljezavaju velike migracije vojnog i civilnog stanovni$tva mogao bi objasniti
unos ovog podtipa iz Amerike u Europu (Cuypers i sur., 2017b). Ovim istrazivanjem pokazano je
kako zadnji zajednicki predak sekvencija podtipa la takoder datira u razdoblju nakon Drugog
svjetskog rata. Hoshino 1 sur. (2018) proucavali su filogenetsku povijest podtipa la na temelju
sekvencija ¢itavog genoma na japanskom otoku Okinawi koji je nakon Drugog svjetskog rata bio pod
americkom okupacijom, a karakterizira ga visok broj infekcija podtipom 1a (Hoshino i sur., 2018).

Ustanovili su kako je rast efektivne populacije podtipa 1a dokazan u dva razdoblja, 1960. — 1980.
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godine te pocetkom 21. stoljeca §to se podudara s porastom kriminalnih radnji povezanih s drogama
uoc¢enom u ovom periodu na Okinawi. Infekcija medu mladim IDU mogla bi biti odgovorna za period
porasta efektivne populacije podtipa 1a nakon 2000. godine (Hoshino i sur., 2018). Filodinamicka
analiza provedena u sklopu ovog istrazivanja pokazala je slican obrazac pri ¢emu je virusna
populacija sekvencija podtipa 1a bila stalne veli¢ine od vremena tMRCA do 1990. godine kada dolazi
do dva uzastopna eksponencijalna rasta, nakon ¢ega se od 2005. godine veli¢ina populacije ustaljuje.
U istrazivanju Pérez i sur. (2019) nastojali su identificirati obrasce rasprostranjivanja podtipa 1a u
Spanjolskoj populaciji na temelju sekvencija regija NS3, NS5A i NS5B 283 ispitanika, ve¢inom IDU,
uzorkovanih u razdoblju 2014. — 2016. godine. Spanjolsko istrazivanje takoder je potvrdilo sjevernu

Ameriku kao mjesto porijekla trenutne epidemije podtipom la (Pérez i sur., 2019).

Zehender i sur. proucavali su raspodjelu genotipova medu osobama s kroni¢nim hepatitisom
C u Crnoj Gori u razdoblju 2007. — 2010. godine te istrazivali filodinamiku i filogeografiju
najzastupljenijih podtipova 1b i 3a na temelju parcijalnih sekvencija NS5B (Zehender i sur., 2013).
Sli¢no kao u ovom istrazivanju, podtip 3a pokazao se zastupljenijim medu mladim osobama i IDU,
dok je podtip 1b bio ¢es¢i u starijih bolesnika te povezan s jatrogenim prijenosom. Vremenska i
prostorna analiza pokazala je kako je podtip 1b vjerojatno unesen u Europu pocetkom 20. stoljeca
preko Egejskog mora, te se s juga proSirio po ostatku Europe, uz eksponencijalni porast efektivnog
broja infekcija izmedu 1950. i 1970. godine nakon ¢ega se virusna populacija ustalila. Porast broja
infekcija sredinom 20. stolje¢a moZe se pripisati Siroko rasprostranjenom praksom nesterilnih
medicinskih postupaka, naro€ito u okviru ratnih i poslijeratnih zbivanja (Zehender i sur., 2013).
Podaci istrazivanja provedenog u sklopu ove doktorske disertacije omogucuju pra¢enje samo nedavne
povijesti podtipa 1b buduci da zadnji zajednicki predak ovih sekvencija datira pocetkom 90-ih godina
20. stoljeca, odnosno u vrijeme uvodenja univerzalnog testiranja darovane krvi na krvlju prenosive
bolesti. Nakon tog perioda efektivna populacija sekvencija podtipa 1b u Hrvatskoj je relativno stalna,
uz jedan manji eksponencijalni skok izmedu 2007. 1 2010. godine. Magiorkinis i sur. (2009) istrazivali
su porijeklo razli¢itih podtipova genotipa 1 pomoc¢u sekvencija regija E2P7NS2 i NS5B dobivenih
od bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u Grckoj u razdoblju 1994. — 2006. godine (Magiorkinis i
sur., 2009). Epidemija uzrokovana podtipovima 1a i 1b bila je relativno stabilna u prvoj polovici 20.
stoljeca, a potom je nagli porast populacije podtipa 1b uocen krajem 40-ih, a populacije podtipa 1a
60-ih godina 20. stolje¢a. Ovaj vremenski okvir upucuje na to kako je globalna epidemija oba podtipa
povezana s naglim povecanjem parenteralnih jatrogenih postupaka tijekom 1 nakon Drugog svjetskog
rata. Sirenje podtipa 1b koja za najmanje 16 godina prethodi Sirenju podtipa 1la vjerojatno je
neposredno povezana s povec¢anjem transfuzija i neprikladnih medicinskih postupaka, dok je Sirenje

podtipa la snaznije povezana povecanjem populacije IDU nakon 1960. (Magiorkinis i sur., 2009).
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Filogenetske i filogeografske analize podtipa 3a u Crnoj Gori pokazale su kako je
najvjerojatnije porijeklo podtipa 3a indijski potkontinent prije priblizno 300 godina. Zehender i sur.
(2013) ustanovili su kako vecina virusa podtipa 3a danas u svijetu potjee od jednog kladija ¢ije
porijeklo datira u prvoj polovici 20. stoljeca kada je ovaj podtip vjerojatno unesen s indijskog
potkontinenta u zapadnu Europu (Zehender i sur., 2013). Evolucijska dinamika pokazala je kako je
podtip 3a unesen u Crnu Goru vjerojatno kasnih 70-ih godina 20. stolje¢a nakon ¢ega je broj zarazenih
osoba nastavio rasti (Zehender i sur., 2013). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako zadnji
zajednicki predak hrvatskih ispitanika podtipa 3a takoder datira nesto prije 1980. Sto upucuje na slican
vremenski obrazac. Istrazivanje ur Rehman i sur. (2014) pokazuje kako zadnji zajedni¢ki predak
pakistanskih sekvencija podtipa 3a datira na prijelazu 19. u 20. stolje¢e (ur Rehman i sur., 2014).
Podrucje zlatnog polumjeseca na indijskom potkontinentu koje se prostire duz Irana, Afganistana i
Pakistana ima dugu tradiciju proizvodnje opijuma, a na svjetskom trziStu drogama pocelo je
dominirati 70-ih godina 20. stoljeca. Pretpostavlja se kako je krijumcarenje droga i povecanje
populacije IDU dovelo do Sirenja podtipa 3a iz navedenog podruc¢ja u Europu i ostatak svijeta (Khan
i sur., 2009). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako se u Hrvatskoj tek u posljednjem desetljecu
efektivna veli€¢ina populacije podtipa 3a pocinje ustaljivati odnosno kako od vremena tMRCA ima
eksponencijalni rast §to sugerira gotovo neprekidan rast populacije IDU u posljednjih 40 godina. |
druga istrazivanja temeljena na koalescentnoj teoriji upucuju na to kako je razdoblje epidemijskog
rasta podtipa 3a u Europi zapocelo tijekom druge polovice 20. stolje¢a. Palladino i sur. (2018)
rekonstruirali su epidemiolosku povijest najéesé¢ih podtipova HCV-a u Portugalu na temelju
parcijalnih sekvencija NS5B pri ¢emu su ustanovili kako zadnji zajedni¢ki predak podtipa la u
Portugalu datira 1950. (95 % HPD, 1922. — 1973.) godine, podtipa 1b 1946. (95 % HPD, 1847. —
1965.) godine, a podtipa 3a 1963. (95 % HPD, 1947. — 1977.) godine (Palladino i sur., 2018). Ovi
podaci upucuju na to kako je do prvog znaajnog povecanja u prevalenciji infekcije HCV-om u
Portugalu doslo pocetkom 20. stolje¢a uzrokovano gotovo isklju¢ivo epidemijom podtipa 1b. Ova
epidemija uzrokovala je polako rastuci neprekidan porast populacije zarazenih osoba sve do otkri¢a
HCV-a 1989. godine i pocetka testiranja donirane krvi na krvlju prenosive bolesti. Epidemija podtipa
3a pojavila se 60-ih godina 20. stolje¢a. povecanjem intravenskog koristenja droga. Najbrze rastuca
epidemija bila je epidemija podtipa 1la u razdoblju 1980. — 1990. godine za koju se smatra da je
uzrokovana znacajnim povecanjem populacije IDU uslijed socioloskih 1 kulturnih promjena te

poveéanom dostupnos¢u heroina (Palladino i sur., 2018).

Upravo se porast intravenskog koristenja droga krajem 20. stoljeca i popratnih rizi¢nih radnji,
poput dijeljenja i1 koriStenja nesterilnog pribora smatra glavnim razlogom ucinkovitog Sirenja
podtipova la i 3a HCV-a i visoke incidencije infekcije medu IDU (Morice, 2006). Novije crnogorsko
istrazivanje u razdoblju 2013. — 2014. godine pokazalo je kako zadnji zajednicki predak ukljucenih
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IDU datira oko 1960. godine, a kako je do eksponencijalnog porasta u ovoj populaciji doslo naglo
izmedu 1995. 1 2005. godine (Mugosa i sur., 2017). Minosse i sur. (2021) istrazivali su molekularne
karakteristike infekcije HCV-om medu IDU u Italiji pri ¢emu su ustanovili kako je od 101 bolesnika
s viremijom, vecina bila zaraZzena podtipom la (47 %) 1 3a (34,9 %). Filodinamicke analize pokazale
su kako je podtip 1a uocCen u Italiji oko 1960. godine, a porast podtipa 1a u populaciji uocen je od
sredine 80-ih do sredine 90-ih godina 20. stoljeca. Analiza sekvencija podtipa 3a upuéuje kako je
ovaj podtip prvi put uoc¢en 80-ih godina 20. stoljeca. od kada je populacija zarazena ovim podtipom
relativno stalna (Minosse i sur., 2021). Pretpostavlja se kako je koriStenje droga u Hrvatskoj zapocelo
60-ih, a bitan socioekonomski problem postalo 80-ih godina 20. stolje¢a. kada je uocen porast
zlouporabe heroina. Veliki skok registriranih korisnika heroina ranih 90-ih godina 20. stoljeca. i
njihov neprekidan porast do sredine prvog desetlje¢a novog tisu¢lje¢a mogli bi objasniti veliku
promjenu efektivne populacije HCV-a podtipa 1a i 3a uo¢en u ovom istrazivanju tijekom navedenog
razdoblja u Hrvatskoj (Zovko i Dubreta, 2020). Po¢etkom 21. stolje¢a uvedeni su prvi programi
smanjenja Stete koji djelatnostima poput besplatne podjele $prica i igala, anonimnog testiranja na HIV
1 HCV te supstitucijske terapije za opijatsku ovisnost nastoje smanyjiti Stetu koja nastaje kao posljedica
zloporabe droga, ovisnosti i rizicnog na¢ina zivota (Zovko i Dubreta, 2020). Uc¢inkovitost ovih
programa odrazava se i na dinamiku populacije HCV-a podtipova la i 3a u Hrvatskoj za koju je u

ovom istrazivanju ustanovljeno kako je u posljednjem desetljecu stalne veli¢ine.

Potrebno je istaknuti kako je dio ovih istraZivanja za procjene demografske povijesti virusne
populacije koristio prethodno publicirane stope supstitucije, odnosno kako ih nisu dobili na temelju
vlastitih podataka. Primjerice, Zehender i sur. (2013) nisu imali raspolozive datume uzorkovanja za
sve sekvencije podtipa 1b ukljucene u analizu te su stoga koristili fiksnu stopu evolucije iznosa 0,84
x 10 (95 % HPD, 0,6 — 1,5 x 10°®) s/n/y (Zehender i sur., 2013). Medutim, Magiorkinis i sur. (2009)
su analizom sekvencija podtipa 1b ustanovili kako je stopa evolucije za regiju NS5B 2 — 4 puta veca
(2,6 x 103, 95 % HPD, 1,5 — 3,7 x 10®) od prethodnih procjena (Magiorkinis i sur., 2009). U ovom
istrazivanju stopa evolucije za sekvencije podtipa 1b pokazala se jo§ ve¢om, uz djelomic¢no
preklapanje 95 % HPD intervala s prethodnim istrazivanjima. Stopa evolucije procijenjena direktno
za sekvencije podtipa 3a u istrazivanju Zehender i sur. (2013) iznosila je 1,3 x 10 (95 % HPD, 1,0
—1,5x 107%) s/n/y sto je u skladu s podacima dobivenim u ovom istrazivanju (Zehender i sur., 2013).
Procijenjena stopa evolucije u istrazivanju Hoshino i sur. (2018) za podtip 1a bilaje 1,1 x 102 (95 %
HPD, 9,7 x 10 — 1,3 x 107 s/nly $to je sli¢no kao za spojene sekvencije hrvatskih ispitanika
(Hoshino i sur., 2018).

Tradicionalna filogenetska istrazivanja HCV-a, poput ovog, imaju nekoliko ogranicenja.

Sekvencije dobivene iz pojedinog domacina u kasnijem stadiju infekcije mogu se razlikovati od onih
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u ranijem stadiju budu¢i da uslijed virusne adaptacije i selekcije potaknute imunosnim sustavom moze
doc¢i do promjena u genomu virusa. Stoga virusne sekvencije dobivene od bolesnika u kroni¢noj fazi
infekcije HCV-om mogu manje vjerno predstavljati izvorne transmisijske sojeve. Buduci da se akutna
infekcija HCV-om zbog nedostatka simptoma dijagnosticira iznimno rijetko, uzorci iz ove faze
infekcije uglavnom nisu dostupni. Takoder, najto¢niji prikaz filogenetskih odnosa dobio bi se na
temelju sekvencija ¢itavog genoma, dok se u vecini istrazivanja iz prakti¢nih razloga koriste samo
pojedini segmenti virusnog genoma. Nadalje, sekvenciranje prve generacije koje se koristi u vecini
istrazivanja ne omogucava pracenje raznolikosti kvazivrsta prisutnih u manje od 15 % virusne
populacije. Osim toga, mnoga istrazivanja obuhvacaju ograniceno geografsko podrucje i vremensko
razdoblje §to otezava njihovu medusobnu usporedbu (Rodrigo i sur., 2017). Takoder, virus uzorkovan
iz periferne krvi daje nepotpunu sliku dinamike cjelokupne virusne populacije te bi usporedna analiza
uzoraka iz drugih izvora (primjerice bioptata ili eksplantata jetre) mogla omoguciti najbolji uvid u
slozenost kvazivrsta (Gray 1 sur., 2012). Medutim, budu¢i da se procjena fibroze jetre danas provodi
isklju¢ivo neinvazivnim metodama poput fibroelastografije, takva istrazivanja vise nisu eticki

prihvatljiva.

Ovo istrazivanje predstavlja sveobuhvatnu analizu molekularne epidemiologije najces¢ih
podtipova HCV-a u Hrvatskoj. Utvrdeno je kako je epidemija podtipova la i 3a narocito rasirena
medu IDU srednje zivotne dobi. Analiza raznolikosti pojedinih sekvencija unutar podtipova pokazala
je kako su klini¢ki znacajne mutacije Ceste u prethodno nelijeCenih bolesnika, narocito Q80K u
podtipu 1ai Y93H u podtipu 1b. Cinjenica da je u svakoj regiji uoceno svega nekoliko razli¢itih RAS
upucuje na visoku razinu homogenosti virusne populacije. lako je ve¢ina uocenih RAS vjerojatno
nastala nedavno 1 nasumicno, neke RAS mozZe se povezati s dugotrajnom, geografski specificnom,
usmjerenom transmisijom. Dobiveni rezultati potvrdili su vaznost koristenja kombinacije DAA Koji
ciljaju vise genomskih regija, odnosno DAA s visokom barijerom za rezistenciju, kako bi se osiguralo
postizanje SVR-a neovisno o prisutnim RAS. Filodinamicke analize pokazale su kako je epidemija
podtipova HCV-a u Hrvatskoj specificna u razli¢itim razdobljima i potaknuta razli¢itim na¢inima
prijenosa karakteristicnima za pojedini podtip. Intravensko koriStenje droga danas je glavni uzro¢nik
infekcija HCV-om, a prevencija infekcije u ovoj populaciji predstavlja znacajan izazov. Veliki
napredak u lijeCenju infekcije HCV-om u proteklom desetlje¢u doveo je do usvajanja strategije
WHO-a za eliminaciju HCV-a kao javnozdravstvenog problema do 2030. godine. Bolje
razumijevanje transmisijske dinamike u populaciji IDU klju¢no je za uspostavu i provedbu

ucinkovitih programa eliminacije HCV-a.
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6. ZAKLJUCCI

1) Podtipovi la (109/300, 36,3 %) i 3a (111/300, 37,0 %) HCV-a u Hrvatskoj ucestali su medu
intravenskim korisnicima droga, dok je za podtip 1b (80/300, 26,7 %) HCV-a karakteristi¢an

jatrogeni prijenos virusa.

2) Hrvatska je zemlja s visokom prevalencijom rezistencije na inhibitore proteina NS3 (33,0 %),
umjerenom prevalencijom rezistencije na inhibitore proteina NS5A (13,7 %) te niskom prevalencijom
rezistencije na nukleozidne inhibitore proteina NS5B (8,3 %), dok je rezistencija na sve tri skupine
direktno djelujucih antivirusnih lijekova veoma rijetka (0,7 %).

3) Analiza primarne rezistencije pokazala je kako je rezistencija na inhibitore proteaze NS3 visa u
ispitanika zarazenih podtipom 1la (68,8 %) i 1b (27,5 %) u odnosu na ispitanike zarazene podtipom
3a (1,8 %), a visa ucestalost primarne rezistencije na inhibitore proteina NS5A utvrdena je u ispitanika

zarazenih podtipom 1a (15,6 %) 1 1b (21,3 %) u odnosu na ispitanike zaraZzene podtipom 3a (6,3 %).

4) Istrazivanjem primarne rezistencije utvrdena je rezistencija na nukleozidne inhibitore proteina

NS5B samo u ispitanika zarazenih podtipom 1b.

5) Analiza ucestalosti pojedinih mutacija otkrila je kako su najucestalije mutacije Q80K u ispitanika

zarazenih podtipom 1a te mutacija Y93H u ispitanika zarazenih podtipom 1b.

6) Filogenetska analiza pokazala je podjelu svih sekvencija podtipa 1la u dva kladija pri ¢emu su
mutacije koje uzrokuju klini¢ki znacajnu rezistenciju na inhibitore proteaze NS3 (Q80K, V55A,
T54S, D168E) zastupljenije u kladiju I u odnosu na kladij II.

7) Filogenetska analiza pokazala je kako manji broj sekvencija (9,0 %) svih podtipova pripada

transmisijskim parovima ili klasterima.

8) Analiza transmisijskih parova pokazala je kako je najveci broj ispitanika koji su dio transmisijskog
para ili klastera zarazen HCV-om podtipa 3a, dok je pripadnost transmisijskom paru ili klasteru u

bolesnika zarazenih podtipom 1la bila povezana iskljucivo s kladijem I.

9) Istrazivanjem epidemioloske povezanosti infekcija HCV-om podtipova 1a i 3a utvrdeno je kako

se u gotovo svakom transmisijskom paru ili klasteru nalazi najmanje jedan intravenski korisnik droga.

10) Rezistencija na direktno djelujuce antivirusne lijekove iz skupine inhibitora NS3, NS5A i NS5B

nije povezana s formiranjem transmisijskih parova ili klastera.

11) Filodinamicke analize pokazale su da krajem 20. stoljeca dolazi do eksponencijalnog rasta
efektivne populacije sekvencija podtipa 1a i 3a $to je u skladu s velikim porastom broja intravenskih

korisnika droga u Hrvatskoj.
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8. POPIS KRATICA

A —adenin

apo — apolipoprotein
BF — Bayesov faktor
BH — Bayesov horizont
BOC — boceprevir

C —citozin

CSW - prodavatelji seksualnih usluga

DAA — direktno djelujuéi antivirusni lijekovi

DCV - daclatasvir

ddNTP — dideoksinukleotid trifosfat
dNTP — deoksinukleotid trifosfat

DSV - dasabuvir

EBR — elbasvir

EP — eksponencijalna populacija

ER — eksponencijalna raspodjela

ESS — efektivna veli¢ina uzorka

G —gvanin

G — gama raspodijela

GDB — globalno opterecenje boles¢u
GLE — glecaprevir

GTR — op¢i vremenski reverzibilni (model)
GZR — grazoprevir

HCV — virus hepatitisa C

HIV — virus ljudske imunodeficijencije
HKY85 — Hasegawa, Kishino i Yano, 1985
HPD — najveca posteriorna gusto¢a

| — nevarijabilan

IU — internacionalna jedinica

IDU — intravenski korisnici droga

JC69 — Jukes i Cantor, 1969
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K80 — Kimura, 1980

KP — konstantna populacija

KZIB — Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢”
LDL — lipoprotein niske gustoce

LDV - ledipasvir

LR — lognormalna raspodijela

MCMC — Markovljev lanac Monte Carlo

MLE — procijenjena marginalna vjerojatnost

MSM — muskarci koji imaju spolne odnose s muskarcima
NI — nukleozidni inhibitor

NNI — nenukleozidni inhibitor

NRMC — nekorelirani relaksirani molekularni sat

NS — nestrukturni

OBV — ombitasvir

ORF — otvoreni okvir Citanja

Pl — inhibitor proteaza

PIB — pibrentasvir

PTV — paritaprevir

RAS — supstitucija povezana s rezistencijom

RAV — varijanta povezana s rezistencijom

s/nly — broj supstitucija po nukleotidnom mjestu po godini
SMC — strogi molekularni sat

SMV — simeprevir

SOF — sofosbuvir

STD - spolno prenosive bolesti

SVR — trajni viroloski odgovor

T —timin

TK — transmisijski Klaster ili par

tMRCA - vrijeme najstarijeg zajedni¢kog pretka

TN93 — Tamura i Nei, 1993

TPV — telaprevir
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UTR — netranslatirajuca regija

VEL - velpatasvir

VLDL - lipoprotein jako niske gustoce
VOX — voxilaprevir

WHO — Svjetska zdravstvena organizacija

Aminokiseline:
A —alanin

C —cistein

D — asparaginska kiselina
E — glutaminska kiselina
F — fenilalanin
G —glicin

H — histidin

| —izoleucin

K —lizin

L — leucin

M — metionin
N — asparagin
P — prolin

Q — glutamin

R —arginin

S —serin

T —treonin

V —valin

W — triptofan
Y —tirozin
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9. SAZETAK

Molekularna epidemiologija infekcije virusom hepatitisa C (HCV) izrazito je slozena zbog
velike raznolikosti virusnog genoma na temelju koje se kategorizira u brojne genotipove i podtipove
te postojanja kvazivrsta, odnosno genski razlicitih varijanti unutar virusne populacije u jednom
domacinu podvrgnutih neprekidnom procesu kompeticije i selekcije. Primjena direktno djelujucih
antivirusnih lijekova u posljednjem desetlje¢u znacajno je unaprijedila lijeGenje akutnog i kroni¢nog
hepatitisa C, a njihova ucinkovitost dovela je do uspostave programa Svjetske zdravstvene
organizacije usmjerenog na eliminaciju HCV-a kao javnozdravstvenog problema do 2030. godine.
Poznato je kako neke virusne kvazivrste nose mutacije u genima ¢iji su produkti ciljne strukture
lijekova §to moze utjecati na ishod antivirusnog lije¢enja odnosno dovesti do nastanka rezistencije.
Cilj ovog istrazivanja bio je provesti analizu epidemije HCV-a u Hrvatskoj u cetverogodisnjem
razdoblju. Istrazivane su molekularne, viroloske, klinicke i epidemioloske karakteristike infekcije s
naglaskom na primarnu rezistenciju na lijekove iz skupine inhibitora proteina NS3, NS5A i NS5B te
karakterizaciju genske raznolikosti, dinamike rasprostranjivanja i epidemioloske proslosti najéesce
zastupljenih genotipova odnosno podtipova. U istrazivanje je ukljuc¢eno 300 ispitanika, od kojih je
njih 109 (36,3 %) bilo je zarazeno podtipom 1a, 80 (26,7 %) podtipom 1b, a 111 (37,0 %) podtipom
3a HCV-a. Prisutnost jedne ili vise supstitucija povezanih s rezistencijom na najmanje jedan lijek iz
skupine inhibitora proteina NS3, NS5A ili NS5B uocena je metodom Sangerova sekvenciranjau 137
(45,7 %) ispitanika. Prevalencija rezistencije na inhibitore NS3, inhibitore NS5A i inhibitore NS5B
iznosila je 33,0 %, 13,7 % odnosno 8,0 %. Rezistencijske mutacije u regiji NS3 i NS5A uocene su
¢esce u ispitanika zarazenih podtipom la i 1b u odnosu na podtip 3a, dok su supstitucije povezane s
rezistencijom u regiji NS5B uocene iskljucivo u ispitanika zarazenih podtipom 1b. Filogenetske
analize pokazale su grupiranje svih sekvencija podtipa 1a u dva kladija, kladij | (62,4 %) i kladij Il
(37,6 %), a rezistencijske mutacije na inhibitore proteaze NS3 bile su zastupljenije u kladiju 1.
Ukupno 27 od 300 (9,0 %) ispitanika pripadalo je jednom od 13 identificiranih transmisijskih parova
ili klastera. Analiza transmisijskih parova pokazala je kako je najveci broj ispitanika koji su dio
transmisijskog para ili klastera zarazen HCV-om podtipa 3a te kako se u gotovo svakom
transmisijskom paru ili klasteru podtipa 1a ili 3a nalazi najmanje jedan intravenski korisnik droga.
Filodinamicke analize pokazale su da krajem 20. stoljec¢a dolazi do eksponencijalnog rasta efektivne
populacije sekvencija podtipa 1a i 3a Sto je u skladu s velikim porastom broja intravenskih korisnika
droga u Hrvatskoj. Rezultati ovog istrazivanja naglasavaju vaznost koristenja kombinacije lijekova
koji ciljaju vise genomskih regija, odnosno onih s visokom barijerom za rezistenciju, kako bi se
osiguralo postizanje trajnog viroloSkog odgovora neovisno o prisutnim mutacijama te ukazuju na
potrebu za neprekidnim pracenjem i boljim razumijevanjem transmisijske dinamike u populaciji

intravenskih korisnika droga u svrhu povecanja uspjesnosti programa eliminacije HCV-a.
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10. SUMMARY

Molecular epidemiology of hepatitis C virus (HCV) infection is exceptionally complex due
to highly diverse viral genome, which is classified into multiple genotypes and subtypes.
Furthermore, the existence of a quasispecies, which is described as distributions of genetically
nonidentical but related genomes subjected to a continuous process of competition and selection in a
given host, is another factor contributing to extensive HCV genetic diversity. The discovery of new
direct acting antivirals spurred a revolution in the treatment of HCV patients and their efficacy has
prompted the World Health Organization to launch strategy which calls for the elimination of viral
hepatitis as a public health threat by 2030. Some quasispecies variants bear polymorphisms in drug-
targeted genes, which may negatively impact antiviral treatment and confer resistance to direct acting
antivirals. The aim of this study was to conduct a comprehensive analysis of molecular, virological,
clinical and epidemiological characteristics of HCV epidemic in Croatia in a four-year period.
Genetic diversity, transmission dynamics and epidemic history of the most common HCV genotypes
were inferred. A total of 300 patients were included in this study. HCV genotype distribution was as
follows: subtype 1a (36,3 %), subtype 1b (26,7%) and subtype 3a (37,0 %). The overall prevalence
of single or multiple NS3, NS5A or NS5B resistance associated substitutions in at least 1 direct acting
antiviral target detected by Sanger sequencing was 45,7 %. Prevalence of resistance to NS3, NS5A
and NS5B inhibitors was 33,0 %, 13,7 % and 8,0 %, respectively. NS3 and NS5A resistance
associated substitutions were more common in patients infected with HCV subtype l1a and 1b
compared with subtype 3a. Resistance associated mutations in NS5B region were detected
exclusively in patients infected with HCV subtype 1b. Phylogenetic tree reconstructions showed two
distinct clades within the subtype 1a, clade 1 (62,4 %) and clade 11 (37,6 %). NS3 resistance associated
substitutions were preferentially associated with clade I. Phylogenetic analysis demonstrated that 27
(9,0 %) HCV sequences had a presumed epidemiological link with another sequence and classified
into 13 transmission pairs or clusters which were predominantly comprised of subtype 3a viruses.
Intravenous drug users were a part of almost every subtype 1la and 3a transmission pair or cluster.
Phylodynamic analysis highlighted an exponential increase in subtype 1a and 3a effective population
size in the late 20th century which is a period associated with explosive increase in number of
intravenous drug users in Croatia. This study highlights the importance of combination regimens with
a high genetic barrier to resistance and different target sites as the new standard of care for HCV
treatment. A better understanding of transmission dynamics in the population of intravenous drug

users is critical for the increase in effectiveness of designed HCV elimination programs.
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