HCV



HCV infekce: obecna fakta

 odhad. prevalence ve svete: =~3% (170 million
osob)l

e riziko chronicity (variabilni): 50%—85%?
» rychlost progrese do fibrézy: nizka2
* riziko cirnozy : az 10% do 20 let;
20% do 30
let?
» smrtnost souvisejici s cirhézou : 1%—-5%/rok3

cuipcidence HCC .U pas. suxithozoy:.  19%0-4%Irak?2 .

2000



Hepatitida C pripady hlasené jako akutni (B17.1) nebo nové
hlasena chronicka hepatitida C (B18.2)

——akutni chronicka —celkem
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HEPATITIS C v CR
Pomér IDU z celkového poctu hlasenych pfipadu
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Sérologicky prehled HCV

e r. 2001 sbér sér
e 1. 2002 vySetreni 2952 ser na anti-HCV

* 16 reaktivnich konfirmovano 3 EIA testy,
RIBA 3.0 konfirmacni SIA test a HCV RNA
PCR

» vysledek: 6 anti-HCV pozitivhich ser
» celkova prevalence anti-HCV 0,2%



Poznani replikace HCV podminoval vyvoj systémui umoznujicich
mnozeni viru v bunééné kulture

» konstrukce subgenomoveho replikonu,
ktery se sam amplifikuje v kulture
lidskych hepatomovych bunék zjisténi
jak se replikuje HCV RNA (R.
Bartenschlager, Heidelberg)

» cely replikacni cyklus HCV umoznila
konstrukce molekularniho klonu JFH-1
(Japanese Fulminant Hepatitis), ktery
po tranfekci se do bunék Huh 7.5 se
silne replikuje a podporuje produkci
infekCnich virovych Castic (Wakita T.,
Tokyo)

| v imunosuprimovanych chimerickych
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* nukleokapsidovy protein core

» obalové proteiny E1, E2
Struktura viru a vazba * lipidova kapkenka s apolipoproteiny
na hepatocyt

GAG glykosoaminoglykany

LDL receptor

SR-BIl scavenger
receptor Bl

CD8L1 tetraspanin

CLDN-1 Claudin

OCLN Occludin

Clatrinovy typ
endocytozy




Vniknuti viru do hepatocytu

Endocytoza
clatrinového typu

Fuze membrany viru

Post-binding interaction ad endosom u
with SR-Bi and CD81

Uvolnéni HCV RNA
do cytoplasmy

Binds GAGs,
maybe also
LDLR?

HCV RNA

‘L\/ Low pH-dependent

fusion in an early
endosome



Replikace HCV

Endoplasmic
reticulum

Membranous
web

D. Moradpour, F. Penin & Ch.M. Rice
Nature Reviews Microbiology 5, 453-463 (June 2007) Nature Reviews | Microbiology



Syntéza virovych proteinu a jejich lokalizace v membrané ER

IRES, polyprotein, sté€peni na funkéni proteiny, strukturni, nestrukturni proteiny,
NS3 role v pfirozené imunité, IFN, apoptdza
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N Ih/AFani vvirmnvia AActina

ER-Lumen

SER/

Obalovani kapsidy membranou
s obalovymiproteiny E1 a E2
pfi puceni do luminalni

vari ¢astice
ané s VLDL1
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Dynamika markeru akutni HCV

6-10 den
1 B s ptomy
HCV RNA

ALT

HCV core Ag

| 2 R) 4 5 mésice



Konfirmace anti-HCV

» konfirmacni test na principu LIA (line
Immmunoassay) imunoblot, analyza protilatkove
odpovédi vuci jednotlivym antigenum

» 3 EIA testy (nejpouzivangjSi v TS,rozdilné
usporadani, konstrukce antigenu)

» doplnkovy test PCR na HCV RNA

test neni konfirmacni, hodnota hlavné pozitivnich
vysledku

Konfirmace v TS
v diagnosticke laboratori (difer.dg,
nahodné zachyty, rizikové skupiny



Konfirmace anti-HCV
Imunoblot RIBA 3.0 SIA
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Sérologie protilatek souhrn

- kvalita sérologickych testu na stanoveni anti-HCV
pro diagnostiku akutnich i chronickych HCV infekci je
vetsinou velmi dobra
- problémy se specifitou testu se objevuji pfi skrininku
darcu krve, bézné populace, a Ize je oCekavat
| pri vySetrovani rizikovych skupin (frekvence v desetinach
procent).
- tendence testu k faleSnym reaktivitam muze byt ruzna,
vyznamna Vv souvislosti s antigeny z NS5 oblasti.
- reaktivni nalezy skrininkovych vysetreni
je nutné konfirmovat, u diagnostickych vysetreni doporucené
- pricinu nespecifity I1ze konfirmaci prokazat jen zridka



Detekce core antigenu HCV, moznosti vyuziti

» prukaz i v pfitomnosti anti-HCV protilatek
» prukaz core Ag samostatné
» skrininkovy test (alternativa k NAT ?)

» kvantitativni (alternativa k stanoveni virove naloze
HCV RNA

» kombinovany test Ag/Ab diagnostika i skrinink
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HCV RNA TagMan |konfirmaéni test RIBA [ABBOTT core Ag| BIORAD Ag/Ab {Abbott AX/ARCH|BIORAD Ab|ORTHO Ab
71.07x10e7 negativni negativni negativni negativni
1.18x10eb negativni NEGATIVMI negativni negativni
2.02x10eb negativni REAKTIVNI negativni negativni
2.98x10e3 negativni MEGATIVNI negativni negativni
3,61x10e7 indeterm REAKTIVNI negativni REAKTIVNI
1,9%x10e6 indeterm REAKTIVNI REAKTIVNI REAKTIVNI
1.04x10eb indeterm REAKTIVNI REAKTIVNI REAKTIVNI
3.58x10e6 indeterm REAKTIVNI REAKTIVNI REAKTIVNI
4.88x10e6 indeterm REAKTIVNI REAKTIVNI REAKTIVNI
5.24x10eb indeterm REAKTIVNI negativni negativni
2.26x10e5 indeterm REAKTIVNI REAKTIVNI REAKTIVNI
2.59x10e4 indeterm REAKTIVNI negativni reaktivni
9.8%10e4 indeterm REAKTIVNI negativni negativni
1,15x10e2 indeterm REAKTIVNI REAKTIVNI REAKTIVNI
2.28x10e5 negativni NEGATIVNI NEGATIVNI negativni negativni
6.4x10e5 negativni MEGATIVNI MEGATIVNI negativni negativni
4.32%x10e4 negativni MEGATIVNI negativni negativni negativni
4.88x10e4 negativni NEGATIVNI REAKTIVNI negativni negativni
0.44x10e4 negativni MEGATIVNI MEGATIVNI negativni negativni
8.43x10e3 negativni MEGATIVNI MEGATIVNI negativni negativni
2.2%10e2 indeterm MEGATIVNI REAKTIVNI negativni negativni
<1.5x10 indeterm MEGATIVNI REAKTIVNI negativni negativni
1.45x10e7 negativni NT MEGATIVNI negativni negativni
6.6x10e6 negativni MT REAKTIVNI negativni negativni
1.11x10e7 negativni NT MEGATIVNI negativni negativni
4,08x10e4 indeterm NT REAKTIVNI REAKTIVNI REAKTIVNI
6.x10e1 negativni NEREAKTIVNI MEGATIVNI negativni negativni
71.88x10e2 negativni NEREAKTIVNI MEGATIVNI MEGATIVNI negativni negativni
1.5x10 negativni MNEREAKTIVNI MEGATIVHMI negativni negativni negativni
4,20x10e1 negativni NERAKTIVNI MEGATIVNI REAKTIVNI negativni negativni
1



cAg (pg/ml)

Korelace HCV RNA a HCV core Ag
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Moznosti a vyznam stanoveni HCV RNA

» doplnikovy skrinink darcu krve (NAT) pro pokryti
,Stadia diagnhostickeho okna“

» doplnkovy test pro diagnostiku (odliseni
anamnesticke protilatkove odpovedi a probihajici
iInfekce, neprima konfirmace)

» monitorovani prubéhu HCV infekce a efektu
antivirove terapie (IFN+Ribavirin, nove inhibitory
proteaz) - kvantitativni test

» molekularni epidemiologie (analyza izolati HCV)

» Genotypizace (souvislost s ucinnosti a prognézou
terapie)



Distribuce virové naloze u chronickych HCV infekci
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Zkraceni diagnostického okna pfi uziti individualnino NAT
(Ultrio na Procleix Tigris Systemu, Chiron, Novartis)

eclipse phase

--------- > below infectivity threshold?

. day 6 day15 day21 =——> jnfectious
34 000 | eesee
10 > Anti-HIV
day 3 day 65
1108 / :
- Anti-HCV
day 8 day 24 day 38
1108 y ' '
qo3d e
HBV-DNA
T I

Tgeq/20ml 10 geg/20 ml



Schéma moznych virologickych odpovedi po
lecbe interferonem alfa

HCV RNA

HCV RNA
nedetekovatelna

éasteéna odpovéd’ :
(PR)

Breakthrough

Relaps

7 ~~Setrvala virologicka
: Odpovéd (SVR)

<+«— (6 meésicll —

Zeuzem et al. N Engl J Med. 2000.



Vysledky lécby:
celkova setrvala virologicka odpoved’ (SVR)*

707

61

60

50
41

40-

30

SVR (%)

20 13

[=N IFN [=N PEG-IFN PEG-IFN
24 tydna 48 tydnu + RBV 200034 + RBV

19981 19981 199812 200256
*ITT analyza

1. McHutchison et al. N Engl J Med. 1998. 2. Poynard et al. Lancet. 1998. 3. Zeuzem et al. N Engl J Med. 2000.
4. Lindsay et al. Hepatology. 2001. 5. Manns et al. Lancet. 2001. 6. Hadziyannis. EASL 2002.



Variabilita HCV

* hypervariabilita jako strategie uniku pred imunitni kontrolou
hostitele (obalové proteiny)

 poloc¢as virionu 2,7 h v séru, denné 10 viriond, rychla
diversita, kvasidruhy

» rozdilna diversita u akutni infekce progradujici do chronicity
v. infekce koncici uzdravou

» rozdilna diversita po terapii u pacientu s pfetrvavajici
virologickou odpovédi na |é€bu IFN v. neodpovidacu

» typova a subtypova diversita (6 typu, desitky subtypu)






Zastoupeni genotypu HCV u darcu krve
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Zastoupeni genotypu HCV u IDU: srovnani s historickou kontrolou

(L. Krekulova a spol., 2009)

1998-2000 2005-2007 tendence
la 14 (27,0 %) 90 (40,5 %) narust 1a
1b 34 (65,0 %) 78 (35,0 %) pokles 1b
2 1 (2,0%) 0
2a 0 Genotypy
2b 0 1 (0,5 %)

3 3 (6,0 %) 0
3a 0 52 (23,5 %) narust 3a
Celkem 52 (100 %) 222 (100 %)

NRL VH




Genotypovani HCV reverzni hybridizaci

Examples of results with the INNO-LiPA HCV II strips
i
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FoOoucCld Avaliuuauviiimo staloverlil nouyv
RNA

» pred lécbhou
urceni virové naloze (baseline) je jednim z kriterii k zahajeni
lecby IFN + Ribavirin (fluktuace hladin)
* 12. tyden léCby
monitorovani virologické odpovedi:
pokles 0 > 2 log: dobra prognoza SVR, pokraCcovani leCby

pokles 0 1 log: CasteCna odpoved, mensi pravdepodobnost
SVR, pokracovani leCby, (reprodukovatelnost stanoveni)

24. tyden lécby_ (kvalitativni pripadne kvantitativni test)

vymizeni HCV RNA — detekcni limit 50 [U/ml

do 1/2 roku po ukonceni lécby (kvalitativni pripadné
kvantitativni test) zjisteni SVR, relapsu




PREVALENCE PROTILATEK
PROTI VIRU HEPATITIDY EV CR

Némedéek V.1, Dité P.,23 Maly M.1, Benes C.., Kfiz B.1

1 Statni zdravotni Ustav, Praha
2 Ustfedni vojensky zdravotni ustav, Praha

3 Universita obrany, H. Kralové



250

200

150

100

50

Hepatitida E (B17.2)

Ceska republika, po&et hladenych onemocnéni 1997-2012, Epidat

36
21
: — i 12 13 12 I
1 T - T . T - T . T . T . T l T T

37

65
43

216
163
99
I o

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004

2005

2006 2007 2008

2009 2010 2011 2012



Hepatitida E, CR, 1196-2011, hlasené pfipady - muzi, zeny, Epidat
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od osob z vekovych skupin 15-64 let, celkem
1719 ser

(48,2% muzi, 51,8% zeny).

Séra vysetrena v duplikatu na protilatky anti- HEV
IgG

Test:. HEV IgG Dia.Pro (Diagnostic BioProbes
s.r.l., Italy)

Vlastnosti metody deklarovane vyrobcem:

citivost cca 2 IlU/ml, specifita > 99,5%

opakovane falesné pozitivni vysledky <1 % ve
vzorcich z bezné populace

antigeny syntetické, odvozené z HEV kmenu Burma
a Mexico (genotypy 1 a 2)



VySetreni souboru sér s hodnotami S/CO
> (0,5 dvema dalsimi EIA testy

Testy:
MP HEV ELISA IgG (MP Diagnostics, Singapore)
rekombinantni antigeny

RecomWell IgG (Mikrogen Diagnostik, SRN)
rekombinantni antigeny z ORF2, genotypy 1a 3



Shody pozitivnich vysledku tfi testli na stanoveni anti HEV IgG
(v souboru 118 vzorku se S/CO hodnotami >0,5 v DiaPro testu
67 pozitivnich alespon v jednom testu, 51 vzorku negativnich

ve 3 testech i )
DiaPro (40 pozit.)

MP v RecomWell
(10 pozit. (49 pozit.)

shoda DiaPro-MP 25%, shoda DiaPro-RecomWell 55%



pozitivnhich vzorku
konfirmacnim
imunoblotovym testem

test:

RecomLine HEV

Microgen Diagnostik, SRN
rekombinantni antigeny:
ORF2, ORF3 (ON2 gt1,3,
OC2gt1,3, O2Mgtl, O3gtl,3)




Souhrn

Vyskyt anti-HEV 1gG protilatek v obecné populaci v CR na
podklade testu DiaPro je 2,3%.

Shoda vysledku pfi pouZiti dvou jinych testu je nizka, MP 25%
a RecomWell 57,5%.

Odhad vyskytu pfi pouziti testu MP je 0,6%, u testu
RecomWell 2,5%.

Pricina rozdilu v zachytnosti je patrné v odliSnosti antigenu
pouzitych v testech. Konfirmace imunoblotovymi testy je
ovlivnéna rovnez pouzitymi antigeny.

Pro zjisténi, ktery test nejlépe vypovida o skuteCné prevalenci
anti HEV 1gG bude treba dale ovérovat skuteCcnou specifitu |
citlivost testl na definovaném klinickém materialu.

Odhad prevalence mezi 0,6-2,5% neni v rozporu s
publikovanymi udaji z rady evropskych zemi v rozsahu 1,4-
3,3% nejcastéji od darcu krve.

Potrebny objem séra na vysetreni je 10 ul.



~Prevalence anti-HEV 1gG v evropskych zemich
(Hepatitis E Virus Seroprevalence among Blood Donors in Southwest
Switzerland

A.Kaufmann et al., PLoS ONE,2011:6(6),1-4

Table 1. Comparison of HEV seroprevalence in developed countries.

Refe- Country Seropre- Year of Subjects Sex ratio Median Laboratory

rence of study valence % publication studied (n) m/f Age test used

23 Netherlands 1.1 1993 1275 na na Abbott, Diagnostics
Biotechnology

[18] Italy 1.0 1994 948 2.2 36.9 Abbott

[15] Switzerland 32 1994 94 na na Abbott, confirmation by
Western-blot assay

[24] Spain 28 1998 863 na na Abbott, confirmation by
Western-blot assay

[25] NW Greece 0.2 1998 2636 5.38 42 Abbott

[25] W Greece 0.5 1998 280 19 41 Abbott

(8] USA 183 2002 400 na na In-house

(17] N France 3.2 2007 1998 1.5 a Genelabs Diagnostics

[4] Denmark 206 2008 461 na na In-house

(5] England 16 2008 500 na na Wantai

7] SW France 16.6 2008 529 1.74 41 Genelabs Diagnostics

[26] SW England 158 2008 487 na na Wantai

This Study Switzerland 49 2010 550 1.52 55 MP Biomedicals, formerly

: Genelabs Diagnostics
Abbreviations: na, data not available.
doi:10.1371/journal.pone.0021150.t001




Dékuji za pozornost



Virova hepatitida E — klinické a epidemiologické
charakteristiky
Inkubacnidoba: 15-60 dni, prtumérna 40 dni
Manifestnost a vaznost onemocnéni vzrusta s vékem
Smrtnost: 1-3%, specificka u tehotnych zen 15-25%
Chronicita infekce neni znama

Prenos fekalne-oralni, hlavne kontaminovanou vodou
a potravinami,epidemickeé vyskyty, osobni kontakty,

V CR hlavné importované pfipady,

Protilatkova odpoved slabsi nez u HAV, pasivni
profylaxe neucinna, experimentalni vakcina,

Blizke zvireci viry (HEVsw)



Geographic Distribution of Hepatitis E

Outbreaks or Confirmed Infection in >25% of Sporadic Non-ABC Hepatitis




Hlasené VHE v CR

(J. Kostalova, J. Castkova, C. Bene§, Zpravy CEM)

Tabulka 1: HlaSena onemocnéni » Tabulka 2: Hlasena jmportovana
VHE v CR v letech 1997-2004 (rok ‘1’33';102%“03‘{1'(%""(52‘68}&’o'gt;Ch
2004 do 37. tydne, Epidat), podle tydne, Epidat), podle zemé
anamnézy pravdépodobné infekce
o
IMPORT e IMPORT ODKUD | Pocet Procento
ROK | ANO NE |Celkem T .
----------- t--————t-————- * AFGHANISTAN | 2 7.1%
1997 | 0 5 | 5 s ARMENIE | 1 3.6%
1998 | 4 13 | 17 * BULHARSKO | 1 3.6%
1999 | 0 5 | 5 e EGYPT I 2 7.1%
2000 | 4 8 | 12 » INDIE | 13 46.4%
2001 | 0 13 | 13 * JUGOSLAVIE | 1 3.6%
e NEPAL | 2 7.1%
2002 | 7 5 | 12
e NIZOZEMSKO | 1 3.6%
2003 | 6 15 | 21 . RECKO | ] 5 en
2004 | 7 21 | 28 . RUSKO | X 3 s
"""""" R A  THAJSKO | 1 3.6%
Celkem | 28 85 | 113 e TURECKO | 1 3 6%
s Usa | 1 3.6%
® e -

o Celkem| 28 100.0%



Genotypy viru hepatitidy E
genotyp prototypovy izolat vyskyt

1 Burma Asie, Afrika

2 Mexico Mexiko, Nigerie,
Namibie

3 US USA, Evropa,

Japonsko, Korea
4 China Cina, Vietham



Fylogeneticka analyza sekvenci viru hepatitidy E z GeneBank

Ling Lu et al., Rev.Med.Virol.2006,16:5-36
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Dynamika markeru infekce HEV

symptomy I anti-HEV 196

anti-HEV IgM

Doba po exposici tydny mésice
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Figure 7 : The age-specific prevalences of antibody to hepatitis A virus and hepatitis E
virus in a population of low social-economic status in Puna, India. Data obtained by
ELISA on sera collected in 1982 and 1992 (modified from reference 66).
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Dynamika markeru infekce HAV
Prukaz HAV v séru a ve stolici
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Zachytnost HAV RNA v krvi v Case od zaCatku onemocnéni

HAV Detection and Quantitation in Blood

Detectability of viraemia over time

No of sera 72 16 17 ] 5

PCR result of sera in

<=10 1110 20 211030 31to 40 >50

Days after disease onset

m PCR-pos O PCR-neg

Fig 3. Detectahility of HAV viraemia according to days after onset of
illnesz. The Y-axis shows the percentage of PCR-positive (grey) blood
samples donated by participants of the follow-up and the HAV-typing
study. All 72 sera (100% ) donated within the first 10 days of iliness were
PCR-positive, whereas 80% of the sera donated more than 40 days after
onset were PCR-negative.

High and Persistent Excretion of Hepatitis A virus in Immunocompetent
Patients. Tjon et al., Journal of Medical Virology 78:1398-1405 (2006)



Hepatitida A, CR, podle tydne onemocnéni,

tyden 1/2008-30/2009
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nemocnost

VHA 2008/2009, podle krajii a mésice onemocnéni
(vybrané kraje, nemocnost na 100 000 obyvatel)
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Podil osob s rizikovym chovanim na epidemii hepatitidy A 2008/2009,
N=2224
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Hepatitida A, CR, 2008, podle mésice zaéatku onemocnéni a véku do zari 2008
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Genotypy HAV

lidske

e genotyp (lIA,IB)

e genotyp Il (IA,IIB)
o Genotyp Il (I1A,IIB)

opiCi genotypy (IV,V,VI)



Podobnost lidskych HAV celogenomovych sekvenci

Similarity of human HAV complete genome sequences
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Vysledky vySetfeni HAV RNA (PCR) a sekvenace u vzorku sér a stolic e

epidemie VHA v CR 2008/2009
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LPYIUTITIIG TV vyvulallo LypGolll 1i//7, VyoUNGT PULLY ITUTIILUAYyUIT OCTAVTIIUIL V

jednotlivych epidemiich

Hepatitis A outbreaks with IA strains

Large numbers of identical sequences in each outbreak
(381 + 105 recent sequences VP1/2A)
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Ratio of lliness in Vaccinated
Persons by Distance from Vaccination
(Weeks 26 - 43), CR




Replikace HCV RNA

virionova HCV RNA (+)
tj. primo slouzi k
syntéze virovych
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Syntéza HCV RNA v replikacnich vesikulech (RV) membranového ,webu®, role cytosolovych
tukovych kapének (LD)
Nature Reviews Microbiology 5, 453-463 (June 2007)




Mozné cile pro terapeutické zasahy

RNA interference
Antisense oligos
Ribozymes

Entry inhibitors
Neutralizing antibodies

a-glucosidase
inhibitors

O T — Polymerase inhibitors
nterfonng peP hces Helicase inhibitors
and proteins

Source: Ther Adv Gastroenterol @ 2011 SAGE Publications Ltd



HCV: schéma genomu a antigeny v
serologickych testech
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