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ABSTRAKT
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Nazov diplomovej prace: Virusové hepatitidy: nové poznatky a nové moznosti liecby.

Virusové hepatitidy su v§eobecne znamym celosvetovym problémom. Virus hepatitidy B (HBV)
a virus hepatitidy C (HCV) st charakteristické vznikom zavaznych komplikacii, najmé ¢o sa tyka
prechodu do chronického $tadia ochorenia, ktoré je spojené s rozvojom fibrézy, cirhdzy
a hepatocelularneho karcinomu (HCC). Interakcie medzi virusmi a hostitel'skymi bunkami st
vcelku komplikované a nie vzdy tuplne pochopené. Vo vseobecnosti je infekény cyklus virusov
viackrokovym procesom. BlizSie pochopenie celého zivotného cyklu virusu je hlavnym
predpokladom na vyndjdenie ucinnych lieciv. Virusova hepatitida B a C bola dlha dobu lie¢ena
najmé interferébnom alfa. Neskdr sa pridal do liecby HCV aj ribavirin a pri HBV sa zacali
pouzivat’ nukleozidové / nukleotidové analdgy (NA). Interferon sa neskor pegyloval, ¢im sa jeho
vlastnosti vylepsili. Tieto lieCiva vSak neposkytovali dostatocnu ti€innost’ a navyse boli spojené
s mnozstvom neziaducich ucinkov. Prave kvoli tymto nevyhodam doterajsej liecby sa vyvinula
snaha na vynajdenie novych a G¢innejsich terapeutik. Vynajdenie novych lie¢ebnych postupov
v§ak brzdil do zna¢nej miery nedostatok modelovych systémov, ktoré st nevyhnutné nie len na
pochopenie samotného zivotného cyklu virusu, ale aj na nasledny vyvoj lieciv. Dolezité je, ze
pomocou modelovych systémov bol objaveny NTCP, ako hlavny vstupny receptor pre HBV (aj
HDV) a taktiez mohol byt blizs§ie preskumany replika¢ny cyklus HCV. Toto, ale aj mnozstvo
dalsich zisteni spdsobilo velky zlom v moznostiach lieCby. Novodobé priamo pdsobiace
antivirotikd (DAA) a antivirusové latky zamerané na hostitela (HTA) sa stali vel'mi sl'ubnymi

moznostami lieCby.

Predlozena diplomova praca rozobera Zivotny cyklus virusov, mechanizmy a faktory, ktoré sa na
procese infekcie podielaju a zaroven su hlavnym cielom pre vyvoj novych lieCebnych postupov.
Nasledne budu spomenuté najnovsie moznosti liecby HBV a HCV a poslednd Cast’ sa blizsie

zameria na najcastejsie pouzivané modelové systémy v stvislosti s tymito hepatitidami.



ABSTRACT
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Viral hepatitis is a well-known worldwide problem. Hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C
virus (HCV) are characterized by the development of serious complications, especially with
regard to the transition to the chronic stage of the disease, associated with the development of
fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). Interactions between viruses and host
cells are quite complicated and not always fully understood. In general, the infection cycle of
viruses is a multi-step process. A closer understanding of the entire life cycle of the virus is a
major prerequisite for the invention of effective drugs. Viral hepatitis B and C have long been
treated mainly with interferon alfa. Ribavirin was later added to HCV treatment and nucleoside /
nucleotide analogs (NA) were introduced for HBV. Interferon was later pegylated to improve its
properties. However, these drugs did not provide sufficient efficacy and were additionally
associated with a number of side effects. It is precisely because of these disadvantages of the
current treatment that an effort has been made to find new and more effective therapies.
However, the invention of new treatments has been hampered to a large extent by the lack of
model systems, which are necessary not only to understand the life cycle of the virus, but also to
develop drugs. Importantly, NTCP has been discovered as a major input receptor for HBV (also
HDV) using model systems, and the HCV replication cycle could also be further investigated.
This, as well as a number of other findings, caused a major breakthrough in treatment options.
Modern direct-acting antivirals (DAAs) and host-targeting antivirals (HTAs) have become very

promising treatment options.

The presented diploma thesis analyzes the life cycle of viruses, mechanisms and factors that
participate in the process of infection and are also the main goal for the development of new
treatments. Subsequently, the latest treatment options for HBV and HCV will be mentioned, and
the last part will focus on the most commonly used model systems in connection with these

hepatitis.
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1. ZOZNAM SKRATIEK

AASLD Americka asociacia pre Studium chor6b pecene (American Association

for the Study of Liver Diseases)

AP-2 proteinovy adaptér typu 2

Apo apolipoprotein

ATP adenozintrifosfat

cccDNA kovalentne uzavreta kruhova DNA

CD klaster diferenciacie (cluster of differentiation)

cGAS cyklicka GMP-AMP syntaza (cyclic GMP-AMP synthase)

CHB chronicka hepatitida B (chronic hepatitis B)

CHC chronicka hepatitida C (chronic hepatitis C)

CHC klatrinovy tazky retazec (clathrin heavy chain)

CLDNI1 klaudin 1 (claudin 1)

CME klatrinom sprostredkovand endocytdza

CN kalcineurin (calcineurin)

CpAM alostericky modulator jadrového proteinu (core protein allosteric
modulator)

CRISPR zoskupené pravidelné medzipriestorové kratke palindromické
opakovania

CsA cyklosporin A (cyclosporin A)

CTL cytotoxické T lymfocyty (cytotoxic T lymphocytes)

CYPp cytochréom

DAA priamo posobiace antivirotika (directly acting antivirals)

DCV daklatasvir

DHBV kacaci virus hepatitidy B (duck hepatitis B virus)

DMSO dimethylsulfoxid

DMV dvojité membranové vezikuly
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DNM?2

EASL

EGFR

EL

ENT1

EphA2
ER
ESC
ETV
FDA
FEN1
GAG
Gt
GTP
HAP
HBc
HBcAg
HBeAg
HBIG
HBsAg
HBV
HBx
HCC

HCV

dynamin 2

Europska asociécia pre Stuidium pecene (European Association for the
Study of the Liver)

receptor epidermalneho rastového faktora (epidermal growth factor
receptor)

extracelularna slucka (extracellular loop)

ekvilibrativny nukleozidovy transportér 1 (equilibrative nucleoside

transporter 1)

efrinovy receptor 2 typu A (ephrin type A receptor 2)
endoplazmatické retikulum

embryonalne kmeniové bunky (embryonic stem cells)
entekavir

Sprava potravin a lie¢iv (Food and Drug Administration)
klapkova endonukleaza 1 (flap endonuclease 1)
glykozaminoglykany

genotyp

guanozintrifosfat

heteroaryldihydropyrimidin

jadrovy protein virusu hepatitidy B (HBV core protein)
jadrovy antigén hepatitidy B (hepatitis B core antigen)
obalovy antigén hepatitidy B (hepatitis B envelope antigen)
imunoglobulin hepatitidy B (hepatitis B immune globulin)
povrchovy antigén hepatitidy B

virus hepatitidy B

x protein hepatitidy B

hepatocelularny karcindbm

virus hepatitidy C



HCVcce
HCVpp

HDL
HepaRG
HepG2

HLC

HSPG

HTA

Huh-6, Huh-7
HVRI

IFITM

IFN
IFN-a
IFN-y
IFN-A
IL
IMP

IMPDH

iPSC

iPSC-HLC

IRES

IRF3

ISG

bunkova kultura HCV (HCV cell culture)

pseudocastice HCV (HCV pseudoparticles)

lipoprotein s vysokou hustotou (high density lipoprotein)

l'udské bipotentna progenitorova bunkova linia ziskana z hepatomu
bunkova linia 'udského hepatomu

bunky podobné hepatocytom (hepatocyte-like cells)

proteoglykany heparan sulfatu (heparan sulfate proteoglycans)
antivirotikd zamerané na hostitel'a (host-targeting antivirals)
bunkové¢ linie l'udského hepatomu

hypervariabilna oblast’ (hypervariable region)

interferénom indukované transmembranové proteiny (interferon-

induced transmembrane proteins)
interferon (interferon)
interferon alfa

interferén gama

interferon lambda

interleukin
inozin-monofosfat (inosine-monophosphate)

inozin-monofosfat-dehydrogenaza (inosine-monophosphate-

dehydrogenase)

indukované pluripotentné kmenové bunky (induced pluripotent stem
cells)

bunky podobné hepatocytom pochadzajice =z indukovanych
pluripotentnych kmenovych buniek (induced pluripotent stem cell-

derived hepatocyte-like cells)
interné ribozomové vstupné miesto (internal ribosome entry site)
interferonovy regulaény faktor 3 (interferon regulatory factor 3)

gén stimulovany interferonom (interferon-stimulated gene)
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JFH-1

LD

LDL

LDLR

LDV

LHB

IncRNA

MDRI1

MHB

miRISC

miRNA

mRNA

MRP

MW

NA

NAP

NEDDS

NF«B

NI

NNI

izolat HCV genotypu 2a ziskany od pacienta s fulminantnou

hepatitidou
lipidova kvapdcka (lipid droplet)
lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)

receptor lipoproteinov s nizkou hustotou (low density lipoprotein

receptor)

ledipasvir

vel’ky povrchovy protein hepatitidy B

dlhé nekodujuce RNA

gén mnohopocetnej liekovej rezistencie (multidrug resistance gene)
stredny povrchovy protein hepatitidy B

miRNA indukovany uml¢ovaci komplex (miRNA-induced silencing

complex)
mikroRNA
mediatorova RNA (messenger RNA)

protein spojeny s mnohopocetnou liekovou rezistenciou (multidrug

resistance-associated protein)
membranova siet’ (membranous web)
nukleozidové / nukleotidové analogy
polyméry nukleovej kyseliny

neurénovy  prekurzor  (neuronal  precursor  cell-expressed

developmentally down-regulated protein 8)

nuklearny faktor kappa B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer

of activated B cells)
nukleozidové / nukleotidové analdégové inhibitory

nenukleozidové / nenukleotidové analdgové inhibitory
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NOD-2

NPCIL1
NS

NTCP

OATP

OCLN
ORF

PAMP

PCR
PD-1
PD-L1
PEG-IFN
pgRNA
PPA

PTH

rcDNA
RGN
RIG-I
RNAI
RNaza H

RT

protein  obsahujuci nukleotidovi oligomerizaéni doménu 2
(nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2)
Niemann-Pick C1-Like 1 protein

nestrukturalne proteiny

sodno-taurocholatovy kotransportny polypeptid (sodium taurocholate

co-transporting polypeptide)

transportné polypeptidy pre organické aniony (organic anion

transporting polypeptides)

okludin (occludin)

otvoreny citaci rdmec (open reading frame)

molekuldrne vzory asociované s patogénom (pathogen-associated
molecular patterns)

polymerazova retazova reakcia

programovany protein bunkovej smrti 1

programovany ligand smrti 1

pegylovany interferén

pregenomicka RNA

fenylpropenamidy

primarne hepatocyty Tupaia (primary Tupaia hepatocytes)

receptor kyseliny retinovej (retinoic acid receptor)

ribavirin

uvol'nena kruhova DNA (relaxed circular DNA)

nukleazy riadené RNA (RNA-guided nucleases)

gén | indukovany kyselinou retinovou (retinoic acid-inducible gene I)
RNA interferencia (RNA interference)

ribonukleaza H

reverznd transkriptaza
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sE2
SHB
SIM
siRNA
SOF

SR-BI

SVP
SVR
TAF
TALENSs
TDF
TfR1

Th
TJ

TLR
TNF-a
UTR
VLDL

VLDLR

WHV
XMP
XRN 1, 2

ZEB2

ZFN

rozpustnd forma glykoproteinu E2

maly povrchovy protein hepatitidy B

simeprevir

mald interferujuca RNA (small interfering RNA)
sofosbuvir

scavengerovy receptor triedy B typu 1 (scavenger receptor class B

type I)

subvirusové Castice (subviral particles)

trvala virologicka odpoved’ (sustained virologic response)
tenofovir-alafenamid fumaréat

transkripéné aktivatorové efektorové nukleazy
tenofovir-dizoproxil fumarat

transferinovy receptor 1

pomocné T-lymfocyty

proteiny tesného spojenia (tight junction proteins)

toll-like receptory (toll-like receptors)

tumor nekrotizujuci faktor alfa (tumor necrosis factor o)
neprekladana oblast’ (untranslated region)

lipoprotein s vel'mi nizkou hustotou (very low-density lipoprotein)

receptor lipoproteinov s vel'mi nizkou hustotou (very low-density

lipoprotein receptor)

virus hepatitidy svista (woodchuck hepatitis virus)
xantosinmonofosfat

5'-3' exoribonukleaza 1, 2 (5'-3' exoribonuclease 1, 2)

homeobox viaziici E-box zinkového prstu 2 (Zinc Finger E-Box

Binding Homeobox 2)

nukleazy so zinkovym prstom (zinc finger nuclease)
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2.UVOD A CIEL

Virusy by sme mohli charakterizovat' ako najrozmanitejSie biologické entity, ktoré su
zaujimavé svojou variabilitou, ¢i uz ide o réznorodu Struktiru castic, alebo aj charakterom
informacie v sekvencii nukleovych kyselin, vd’aka comu dokazu nie len ovplyviiovat,, riadit, ale
aj vo svoj prospech modifikovat’ najkomplexnejSie deje na urovni bunky a organizmu. Virusy nie
st schopné podporovat’ infekciu svojimi vlastnymi metabolickymi aktivitami alebo mobilitou a
namiesto toho si vyvinuli schopnost’ vyuzivat’ kapacity svojich hostitel'ov uz od prvého kroku
procesu infekcie resp. od vstupu do bunky (Herrscher et al. 2020, Kostrabova et al. 2017).
Infekény cyklus virusov vo vSeobecnosti zahfiia viacero faz, od napojenia virusu na bunkovu
membranu prostrednictvom réznych faktorov pripojenia, cez penetraciu, odbalenie a uvolnenie
nukleovej kyseliny, replikacie gendmu az po nasledné skladanie, dozrievanie a sekréciu novych
virusov z bunky. Vstup virusov do bunky je viackrokovy proces na ktorom sa podiel'a mnozstvo
mechanizmov a faktorov pripojenia. NajCastejSie sa pri vstupe virusov spomina klatrinom
sprostredkovand endocytéza a kaveolinom sprostredkovand endocytoza, ktoré¢ su najlepsie
Studované virusové vstupné cesty (Herrscher et al. 2020). Poskodenie pecene roznymi virusmi
patri medzi najcastejSie choroby vobec. Zaroven majui niektoré virusy (HBV, HCV) potencial
iniciovat’ vznik fibrézy a cirhdzy pecene a prechod do hepatocelularneho karcinomu (HCC). HBV
a HCV st charakteristické svojou schopnost'ou pretrvavat’ v organizme aj po vymiznuti primarnej
infekcie, ¢o ma za nasledok vznik relapsu daného ochorenia. V pripade HBV je klicovym
aspektom pre perzistenciu virusu v organizme cccDNA. RNA virusy ako je HCV vicSinou
spOsobuju skor akutne ako chronické ochorenie, avSak prave HCV je vynimkou, nakol'ko vo

velkom pocte pripadov v organizme pretrvava (Lohmann 2019).

Aj ked’ pripojenie virusu a jeho nasledny vstup do bunky st kI'i¢ovymi procesmi na spustenie
infekcie, tak vzhl'adom na terapiu je potrebné zamerat’ sa na rézne fazy v zivotnom cykle virusu.
DIhtt dobu bola terapia hepatitidy B (eSte pred vynajdenim peroralnych nukleozidovych/
nukleotidovych analégov) zalozend najmi na interferone alfa a v pripade hapatitidy C na
kombinécii interferénu s ribavirinom. Pokrok nastal, ked’ sa interferon pegyloval, ¢im sa zlepsili
jeho farmakokinetické vlastnosti a antivirusové ucinky. Tieto lieCebné rezimy vSak vykazovali
stale nizku ucinnost’ a mnozstvo neziaducich ucinkov. Z toho dovodu sa nové usilie zameriava na
vyvoj novych a ti¢innejsich terapeutik (Kang et al. 2015). Nevyhnutnost'ou na vynajdenie novych
antivirusovych liekov je pochopenie roznych mechanizmov, ktoré sa odohravajii v samotnom
zivotnom cykle virusu na ¢o nadm slazia rézne bunkové modely. Vyvinutie takychto modelov na
Studium virusovej hepatitidy bolo vSeobecne naro¢né, ale generovanim novych komplexnych
systémov sa dosiahol zna¢ny pokrok. Primarne hepatocyty Tupaia a bunkova linia HepaRG boli
kl'ucové pri identifikacii NTCP ako receptora pre HBV a HDV. Objav NTCP v roku 2012 mal za

nasledok nie len pochopenie molekularnych mechanizmov vstupu virusu do buniek a objasnenie
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niektorych doposial’ neznamych krokov v zivotnom cykle HBV, ale aj vyvoj novych infekénych
systémov in vitro umoznujtcich efektivnejsi skrining antivirusovych liekov (Herrscher et al.
2020). Vo zvladani liecby chronickej infekcie hepatitidy C nastal taktiez podstatne velky zlom.
Stadie replikacie HCV v bunkovej kulttire boli prakticky nemozné az do vyvoja subgenomického
HCV RNA replikénu, schopného replikacie v bunkovej linii 'udského hepatdomu Huh-7. Tento
objav vyrazne zlepsil pochopenie replikdcie HCV (Vercauteren et al. 2015, Blight a Norgard
2006). Identifikacia nestrukturalnych proteinov spolu s lep$im porozumenim ich tloh v Zivotnom
cykle virusu umoznilo najst’ latky, ktoré blokuji délezité kroky v HCV replikacnom cykle
(Spengler 2018). LieCiva sa castokrat uzivaji v réznych kombinaciach za ucelom zaistenia
dostatocnej ucinnosti (Lohmann 2019). Imunomodula¢né latky, priamo pdsobiace antivirotika
(DAA) a antivirotika zamerané na hostitel'a (HTA) sa zdaju byt sl'ubnym ciel'om v manazmente

liecby tychto ochoreni.

Ciel'om tejto predlozenej diplomovej prace je zhrnutie sucasnych poznatkov o zivotnom cykle
virusov (konkrétnejsie HBV a HCV), vratane ich sucasnych moznych lieCebnych postupov, ale
aj d’alSich moznych cielov na vyskum novych lieciv. Posledna ¢ast’ je venovana pouzivanym
modelovym systémom, ktoré st nevyhnutné na $tidium mechanizmu infekcie virusov a na

nasledné vyndjdenie novych ufinnych terapeutik.
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3. VIRUSY A ICH ZIVOTNY CYKLUS

Virusy su malé organizmy s jednoduchou Struktirou a zloZenim, priCom je mozné ich zaradit’
do réznych kategorii v zavislosti od ich chemickych a fyzikalnych vlastnosti, ako je forma
nukleovej kyseliny, pritomnost’/nepritomnost’ obalu, rezimu replikacie, hostitel'ského organizmu
a typom ochorenia, ktoré sposobuju (Dai et al. 2020). Zo vSeobecného hladiska s virusy
charakteristické svojou diverzitou. Oproti bunkovym organizmom maju virusy velka Skalu
moznosti, ¢o sa tyka nie len ukladania svojej genetickej informaécie, ale tiez aj sposobov
replikdcie. Na zdklade ich genetického materidlu ich mozno kategorizovat’ na DNA a RNA
virusy, pricom prevazuju (v pomere 2:1) RNA virusy. Virusy disponuju velkou premenlivostou,
ktora im zabezpecuje rychlejsie prispdsobovanie sa novym podmienkam (Kostrabova et al. 2017).
Virusy ako tzv. intracelularne parazity, musia ziskat' vstup do ciel'ovych buniek a uzurpovat
bunkové mechanizmy hostitel'a na produkciu virusového potomstva. Viaceré kroky, ktoré sa
podiel’aju na mnoZeni virusu v bunkach sa stthrnne nazyvaju ,,zivotny cyklus virusu“ (Ryu 2017)

a v§eobecne pozostava zo Siestich zakladnych faz:
1. adsorpcia (pripojenie) virusu na bunku

2. penetracia (prestup) cez membranu bunky

3. odbalenie a uvolnenie nukleovej kyseliny

4. replikacia genomu

5. skladanie a dozrievanie novych virusovych castic
6. uvolnenie virusovych Castic z bunky

(Kostrabova et al. 2017, Ryu 2017).
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Obr.1 Hlavné kroky Zivotného cyklu virusov (Prevzaté od: Ryu 2017)
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3.1 Adsorpcia

Proces vstupu zaina rozpoznanim virusového receptora virusovou c¢asticou a naslednym
pripojenim, pri ktorom sa virusova Castica stretne s hostiteI'skou bunkou a pripoji sa k bunkovému
povrchu (Ryu 2017, Xing et al. 2020). Virusy sa vSeobecne najprv viazu na proteiny bunkového
povrchu pred samotnou interakciou so Specifickymi receptormi, ¢o vedie k aktivacii bunkovych
signalnych drah (Herrscher et al. 2020). Virusové receptory na bunkovych povrchoch mézu byt
proteiny (zvycCajne glykoproteiny) pripadne sacharidové zvysky pritomné na glykoproteinoch
alebo glykolipidoch (Cann 2008). VSeobecne sa jedna najmi o makromolekuly, ktoré maju
Specifické a pre bunku nevyhnutné fyziologické funkcie. Pocas kroku adsorpcie sa virus
prichytava na bunku, prostrednictvom vzajomného posobenia svojich Struktur s receptormi na
povrchu bunky (Kostrabova et al. 2017). Délezité je podotknut’, Ze pritomnost’ receptora v danej
bunke je determinantom citlivosti na urcity virus. Urcuje tak typy buniek v ktorych je virus
schopny replikacie (Ryu 2017). Kostrabova et al. (2017) uvadzaju, Ze virus sa moze viazat’ na
viaceré odlisné receptory bunky a zarovei, ze jeden bunkovy receptor moze sluzit’ pre viacero
druhov virusov. Bunky, ktoré su voci virusu rezistentné nemaju pre dany virus prislusny receptor
(Kostrabova et al. 2017, Cann 2008). Faza pripojenia ma preto zasadny vplyv na virusovu
patogenézu a na urcovanie priebehu virusovej infekcie (Cann 2008). Vécsina vstupnych
virusovych receptorov ma svoje vlastné bunkové funkcie. Virusy podkopavajii bunkové proteiny,
ktoré maju svoje fyziologické funkcie a vyuzivaju ich ako vstupné receptory. Prikladom moéze
byt receptor LDL, ktorého fyziologicka funkcia je absorpcia ¢astic LDL do buniek a virusy ho
vyuzivaju ako vstupny receptor (Ryu 2017).

3.2 Prestup cez bunkovi membranu

Po pripojeni virusovej Castice na cielové bunky je d’als$im krokom penetracia do cytoplazmy
(Ryu 2017). K vstupu virusovej Castice do hostiteI'skej bunky zvyc¢ajne dojde kratko po pripojeni
virusu k receptoru. Na rozdiel od pripojenia je proces vstupu do bunky vSeobecne zavisly od
energie, to znamena, ze bunka musi byt metabolicky aktivna, aby k tomu mohlo ddjst’ (Cann
2008). Viridny vo vSeobecnosti vstupuju do hostitel'skych buniek endocytdézou, fiziou, alebo
priamou penetraciou, pri¢om dominantnym vstupnym mechanizmom je prave endocytoza (Dai et
al. 2020). Mechanizmus prieniku sa liSi v zavislosti od typu virusu (Ryu 2017). Zatial' ¢o
endocytoza je rozsirena medzi roznymi typmi virusov, fuzia je Specificka pre obalené virusy (Dai

et al. 2020, Barrow et al. 2013).

Receptorom sprostredkovana endocytoza je vlastny bunkovy mechanizmus, ktory sa vyuziva
na prijimanie extracelularnych molekul do buniek a na ich koncentraciu. Ide pravdepodobne o
najbeznej$i mechanizmus vstupu virusu do buniek. (Ryu 2017, Cann 2008). Existuji dva typy
bunkovej endocytozy: fagocytdza a pinocytoza (Dai et al. 2020). Zatial’ ¢o fagocytdza sa typicky

pouziva na travenie velkych Castic a baktérii, pinocytdéza je zodpovedna za bunkovy prijem

17



tekutin, makromolekul a malych patogénov. Virusy vo velkej miere vyuzivaju pinocytéozu na
pomoc pri vstupe do buniek sprostredkovanym endocytézou (Dai et al. 2020). Samotni
endocytézu je mozné rozdelit do troch podtypov, podla pouzitych vezikal: endocytdza
sprostredkovand klatrinom, endocytoza sprostredkovana kaveolinom a endocyt6zu, ktora nie je
sprostredkovana ani kaveolinom ani klatrinom (Kostrdbova et al. 2017, Dai et al. 2020).
Endycyt6zy sprostredkované klatrinom ¢i kaveolinom st najlepsie Studované endocytozne cesty,
beZne pouzivané v suvislosti s virusmi, pricom dynamin hra v tychto drahach rozhodujicu tlohu

tym, Ze odstiepi endocytové vezikuly z plazmatickej membrany (Herrscher et al. 2020).

Klatrinmi sprostredkovand endocytoza

Ide o jednu z najlepsie charakterizovanych typov endocytodzy pre vstup virusu (Dai et al.
2020), ktora je nevyhnutna pre vel'’ké mnoZzstvo virusov na dosiahnutie produktivnej infekcie
(Grove a Marsh 2011). Endocytézu sprostredkovanu klatrinom mozno rozdelit’ do Styroch etép,
a to na: iniciaciu, stabilizéciu, zrenie a Stiepenie membrany (Mettlen et al. 2018). Po naviazani
virusovej Castice na receptor sa vytvori jamka pokryta klatrinom (clathrin-coated pits) (Ryu
2017, Dai et al. 2020). Tieto jamky st internalizované za vzniku klatrinom potiahnutych vezikul
(Dai et al. 2020, Ryu 2017). V nasledujucich krokoch su potiahnuté vezikuly uvolnené, rychlo
odbalené a prechadzaji mnohymi fiznymi dejmi az nakoniec dodaju svoj naklad do skorych

endozémov (Mettlen et al. 2018, Dai et al. 2020, Ryu 2017).

Kaveolinom sprostredkovana endocytoza

V pripade kaveolinom sprostredkovanej endocytozy slizi kaveolin namiesto klatrinu ako
plastovy protein. Inak je to podobné ako pri klatrinmi sprostredkovanej endocytoze (Grove a

Marsh 2011).

Endocytoza nezavisla od klatrinu ani kaveolinu

Draha endocytozy ktora nie je sprostredkovana ani klatrinom ani kaveolinom, zdiel'a mnoho
funkcii s profesionalnou fagocytézou, ktora pravdepodobne vyzaduje preskupenie aktinu,
zostavenie dynaminu, zapojenie RhoA (Ras homolog family member A) GTPazy a tyrozinkinazy.
K adsorpcii dochadza na povrchu buniek po ktorej nasleduje absorpcia podobna fagocytdze a

transport sprostredkovany fagozomami (Dai et al. 2020).

Makropinocytoza

Makropinocytdza je prechodny proces, ktory je indukovany rastovym faktorom a je zavisly od
aktinu, ktory c¢asto zahffa tvorbu membranovych ,,volanikov a velkych vakuol. Tento
mechanizmus zvy€ajne sprostredkiva prijem velkého mnozstva extracelularnej tekutiny a

objemného nakladu, ako st apoptické telieska (Grove a Marsh 2011, Barrow et al. 2013). Pouziva
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sa ale aj na vstup Castic s vac¢Sou velkostou (Ryu 2017) a mo6zZe tieZ riadit’ absorpciu virusov
(Barrow et al. 2013). Virusova Castica najskor aktivuje signalizatné drahy, ktoré vyvolavaji
aktinmi sprostredkované ,,rozvlnenie* a praskanie membrany. Po vytvoreni velkych vakuol
(makropinozémov) na plazmatickej membrane nasleduje internalizdcia virusovych castic a
penetracia virusov, alebo ich kapsidov do cytosolu (Ryu 2017). Makropinocyt6za sa moze
vyskytnut’ konstitutivne v profesiondlnych fagocytoch, ako su dendritické bunky, ale moze byt
indukovana aj v inych bunkovych typoch aktivaciou tyrozinkinaz, ako je EGFR (Grove a Marsh
2011).

Clathrin-dependent Caveolae-dependent Clathrin/caveolae Micropinocytosis
endocytosis endocytosis -independent endocytosis

svao

EEAL

Early endosome ng
\ Microtubule
~ ’ n. g uMpt

uj} ’  Endosomal escape

Late endosome/Lysosome

Obr. 2 Typy drah endocytozy pri prijimani virusov bunkami (Prevzaté od: Somiya et al. 2017)
Fuzia

Fuzia je typicky proces pre obalené virusy, pri ktorom sa spdjaji dve membrany (tj. virusovy
obal a bunkova membrana), pricom virusy prenikaju do buniek bez naruSenia bunkovej
membrany (Ryu 2017, Dai et al. 2020). V tomto pripade je virusovy nukleokapsid priamo
dodavany do cytoplazmy a zanechava virusovy obal na plazmatickej membrane (Ryu 2017). Je
dolezité podotknit’, ze flzia virusového obalu (ak je pritomny) s bunkovou membranou nastava
bud’ priamo na povrchu bunky, alebo aj po endocytoze v cytoplazmatickej vezikule (vid kapitolu
3.3) (Cann 2008). V oboch pripadoch je ale tato fuzia sprostredkovana virusovym fuznym
peptidom. Jeho aktivita sa spasta roznym spdsobom, v zavislosti od typu virusu (Kostrabova et

al. 2017).
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Prenos z bunky na bunku

Kedysi sa verilo, ze virusy mézu infikovat’ susedné bunky iba extracelularnym uvolfiovanim
z infikovanych buniek. Na rozdiel od tejto domnienky bol opisany novy mechanizmus, pri ktorom
moze virus infikovat' susedni bunku bez toho, aby sa uvolnil. Boli opisané odlisné sposoby
mechanizmov prenosu z bunky na bunku. Prvy alternativny sposob preniknutia virusov do bunky
je sprostredkovany fuziou plazmatickej membrany medzi dvoma bunkami. Virusové kapsidy sa
prenasaju z infikovanej bunky do neinfikovanych buniek bez toho, aby boli obalené. Za d’alsie, k
prenosu medzi bunkami moéze dochadzat’ aj izkym spojenim. Virus vychadza bazolateralne z
infikovanej bunky a je zachyteny medzi infikovanou a neinfikovanou bunkovou membranou v
tesnych spojoch. Pomocou virusovych vstupnych receptorov na cielovej bunke vstupuji viriony
do neinfikovanych cielovych buniek. Tento spdsob prenosu z bunky na bunku je opisany u
herpesvirusu a HCV (Ryu 2017). Kostrabova et al. (2017) uviedli, ze transport z bunky do bunky
je sprostredkovany pomocou nanotubtl, alebo vytvaranim syncytii. To, Ze sa prenos medzi
bunkami zistil iba pri obalenych virusoch je mozné z dovodu, Ze pre neobalené virusy je zbytocny,
ked’Ze sa pri rozpade bunky nahle uvolni vel'ké mnoZstvo virionov (Ryu 2017).
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Obr. 3 Mechanizmy vstupu virusov do bunky (Prevzaté od: Kostrabova et al. 2017)
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3.3 Odbalenie a uvol’'nenie

Bez ohl'adu na mechanizmus absorpcie sa vicSina virusov internalizovanych endocyt6zou
dodéva do endozomov (Grove a Marsh 2011). V tomto okamihu je akykol'vek virus stale
odrezany od cytoplazmy, a preto sa striktne nedostal do bunky (Cann 2008). Castice virusu tym
padom musia transportovat’ geneticky material cez obmedzujice membrany (Grove a Marsh
2011). Vstup do endocytovej drahy je pre virusy nebezpecny proces, pretoze ak zostanli vo
vezikule prili§ dlho, tak bud nenavratne poskodené nizkym pH alebo lyzozomalnymi enzymami
(Cann 2008). Endozomalnym dozrievanim k neskorym endozémom a lyzozomom dochadza ku
znizovaniu lumindlneho pH azaroven ku zvySeniu hladin aktivnych hydrolytickych
(degrada¢nych) enzymov a zmenam lipidového zlozenia (Cann 2008, Grove a Marsh 2011). Virus
teda musi opustit’ vezikulu a vstipit’ do cytoplazmy skor, ako djde k jeho degradécii (Cann
2008). V zavislosti od okolitého prostredia sa virusy aktivuju tak, aby vykonali funkcie na takyto

unik z endozémov (endocytickych veziktl) (Somiya et al. 2017).

Z endocytickej vezikuly sa virus moéze uvolnit’ bud’to fiziou s endozomalnou membranou,
lyzou alebo permeabilizaciou, pricom membranova flzia je mechanizmom penetracie obalovych
virusov, zatial’ ¢o lyza membrany je mechanizmom penetracie pre neobalené virusy (Ryu 2017,
Kostrabova et al. 2017). V pripade fuzie je fuzny peptid zabudovany do obalového glykoproteinu
a stane sa exponovanym (tj. aktivovanym) v dosledku konformacnej zmeny pri nizkom pH.

V pripade neobalenych nahych virusov je lyza endozoémov vyvolana jednym z kapsidovych

proteinov (Ryu 2017).
Clathrin-mediated Cavealin-mediated Non-clathrin, non-caveolin
endocytosis endocytosis endocytosis
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Obr.4 Endocytozy a endozomdlny uinik (Prevzaté zo: SIB Swiss Institute of Bioinformatics; Viral

Zone) Dostupné z:https://viralzone.expasy.org/977?outline=all_by_species
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Koneény produkt odbalovania zavisi od Struktary genéomu / nukleokapsidu virusu.
V niektorych pripadoch je vyslednd Struktira pomerne jednoducha, avSak v inych pripadoch je

zostavajuce jadro virusu vel'mi zlozité a odbalovanie prebieha v dvoch fazach (Cann 2008).

Po spesnej penetracii do buniek sa musia virusové Castice dostat’ na prislusné miesto v bunke
na replikaciu genomu (Ryu 2017). Virusy sa mozu replikovat’ bud’ v cytoplazme, alebo v jadre.
Pre virusy, ktoré sa replikuju v cytoplazme je potrebné smerovat’ virusové nukleokapsidy na
miesto replikacie. V druhom pripade, ked’ sa virusy replikuju v jadre, tak prechadzajt cez jadrové
pory, alebo vycCkavaji na delenie bunky, kedy dochadza k rozruseniu jadrovej membrany

(Kostrabova et al. 2017, Ryu 2017).

3.4 Replikacia genomu

Nato, aby sa virusy udrzali, tak sa mnozstvo z nich musi neustale replikovat’. Spravidla DNA
virusy replikuju svoje genomy priamo na DNA, zatial' co RNA virusy replikuji svoje gendmy
priamo na RNA. Niektor¢é DNA virusy vSak kopiruju svoje genomy prostrednictvom RNA
medziproduktu a niektoré RNA virusy kopiruju svoje gendémy prostrednictvom DNA
medziproduktu (Wang et al. 2017). To, Ze sa virusy mozu replikovat’ v jadre alebo v cytoplazme
je dané typom virusu, najmd jeho nukleovou kyselinou, enzymatickou vybavou alebo

poziadavkami pri génovej transkripcii (Kostrabova et al. 2017).

3.5 Skladanie, maturacia a vystup novych virusovych ¢astic

K poslednym krokom patri samotné skladanie (montaz), dozrievanie (maturacia) a az potom
nasleduje uvolnenie novych virusovych ¢astic. Tieto kroky prebiehaju taktiez odlisne v zavislosti
od typu virusu (Kostrabova et al. 2017). Po¢as montéaze sa formuje zakladna Struktira virusovej
Castice, pretoze vsetky zlozky potrebné na tvorbu zrelé¢ho virionu sa zhromazd’uju na konkrétnom
mieste bunky. Miesto zhromazdenia zavisi od spdsobu replikacie virusu a mechanizmu, ktorym
sa virus nakoniec uvol'ni z bunky, a tak sa lisi pre rézne virusy. Aj ked’ sa niektoré Castice virusu

DNA tvoria v jadre, tak cytoplazma je najbeznejSim miestom zhromazd’ovania Castic (Cann

2008).

Rastiice intracelularne hladiny virusovych proteinov a genomov dosahuju kriticka
koncentraciu, ¢o sptsta ich zhromazdenie (Cann 2008). Ked sa kapsidy zhromazdia v bunke,
ziska sa najCastejSie produkt, ktory ale eSte nedosiahol svoju plne infekéni formu (San Martin
2019). Na dosiahnutie tohto ciela slizi maturacia resp. dozrievanie virusu, ¢o je Stadium
replikacného cyklu v ktorom sa virusové cCastice stavaju infek¢nymi (Cann 2008, San Martin
2019, Veesler a Johnson 2012, Steven et al. 2005). Tento proces sa pozoruje prakticky u vSetkych

dobre Studovanych zivocisnych aj bakterialnych virusov (Veesler a Johnson 2012).
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Mechanizmy dozrievania st pri porovnani rdznych skupin virusov odlisné, ¢o naznacuje
konvergentny vyvoj smerom k vys$Sej sofistikovanosti tohto zdkladného procesu (Veesler a
Johnson 2012). Maturacia virusu si vyzaduje zmeny v konformacii a stabilite v novovzniknutej
Castici. Tieto Strukturdlne zmeny su Casto riadené proteolytickym Stiepenim (San Martin 2019,
Cann 2008, Steven et al. 2005). Proteazy sa Casto podielaju na dozrievani. Mézu sa pouzit
virusom kdédované enzymy, bunkové protedzy, alebo ich zmes. Virusom kddované protedzy s
zvyCajne vysoko Specifické pre konkrétne aminokyselinové sekvencie, Struktiry a Stiepia

konkrétnu peptidova védzbu v konkrétnom proteine (Cann 2008).

Ak si virusy neobalené, tak ich skladanie zahima reorganizaciu Struktur v mieste ich
formovania. Dochadza ku spajaniu predformovanych kapsomérov za ucelom tvorby prazdnych
kapsidov, resp. viridnovych prekurzorov. Na druhej strane, formovanie nukleokapsidu, ktoré
zahfna syntézu proteinovych ¢asti na cytoplazmatickych ribozémoch a ich nasledné poskladanie
na komponenty kapsidu je charakteristické pre obalené virusy. Tento nukleokapsid je nasledne

obaleny membranou (Kostrdbova et al. 2017).

U viésiny neobalenych virusov je uvolnenie jednoduchy proces - infikovana bunka sa rozbije
a virus sa uvolni. Dovody na lyzu infikovanych buniek nie si vzdy jasné, avSak virusom
infikované bunky sa Casto rozpadaju, pretoze virusova replikdcia narGiSa normalnu bunkovu
funkciu (napriklad expresiu zakladnych génov). Mnoho virusov tiez koduje proteiny, ktoré
stimulujt (alebo v niektorych pripadoch potlacajii) apoptozu, ¢o mdze tiez viest’ k uvolfiovaniu
virusovych Castic. Na druhej strane, obalené virusy ziskavaju svoj lipidovy obal, ked” vyrazaju z
bunky cez bunkovii membranu, alebo do intracelularnej vezikuly, pred naslednym uvolnenim.
Virusové obalové proteiny sa pocCas tohto procesu zachytavaju pri extrazii virusovych castic.

Tento proces sa nazyva pucanie (Cann 2008).

3.6 Zmeny v regulacii Zivotného cyklu

Na replikaciu svojich genomov v bunkach a na generovanie novych potomkov si virusy
vyzaduju faktory poskytované bunkami, ktoré infikovali. Virusy si vyvinuli viacero
mechanizmov na manipulaciu s prostredim infikovanych buniek s cielom efektivnejsej replikacie
a vyuZzivania rdznych stratégii na deregulaciu kontrolnych bodov bunkového cyklu a modulaciu

drah bunkovej proliferacie (Bagga a Bouchard 2014).

Mnozstvo DNA virusov indukuje pokojové bunky aby vstupili do bunkového cyklu a
predpoklada sa, Zze to zvySuje zasoby deoxynukleotidov, ¢im sa ulahéi virusova replikacia.
Niektoré virusy na druhej strane mozu zadrzat’ bunky v konkrétnej faze bunkového cyklu, ktora
je priazniva pre ich replikdciu. Takéto zastavenie bunkového cyklu moze inhibovat véasni
bunkovit smrt’ infikovanych buniek, umoznit' bunkam vyhnit' sa imunitnej ochrane, alebo

podporit’ zhromazd'ovanie virusov (Bagga a Bouchard 2014).
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Tieto mechanizmy umoznia virusom vytvorit' idealne prostredie, ktoré podporuje samotné
ochorenie, vratane jeho rozvoja ¢i progresie, alebo mdze priamo ovplyvilovat onkogénny
potencial tohto virusu (Bagga a Bouchard 2014). NaruSenie normalnych mechanizmov, ktoré
reguluju bunkovy cyklus, prispieva k rozvoju mnohych druhov rakoviny (Bagga a Bouchard
2014). Stimulacia syntézy hostitel'skej DNA, mRNA a proteinov, ktora st niektoré virusy
schopné vyvolat’ je dolezitym aspektom pre vznik a rozvoj rakoviny (Kostrabova et al. 2017).
Medzi virusy, ktoré spdsobuju u l'udi rakovinu patri (okrem inych) aj HBV a HCV (Bagga a
Bouchard 2014).

Rast rakovinovych buniek si navyse vyzaduje aj preprogramovanie metabolizmu bunky. Tieto
zmeny v metabolizme v rakovinovych bunkach zahfnaju zvySené vychytavanie a metabolizaciu
glukézy hlavnou cestou glykolyzy. Spotreba kyslika je vSak spomalend, ale nie Gplne zruSena,
zatial’ ¢o bunky vylucuju vel’ké mnozstvo laktatu. Tento stav sa nazyva aerdbna glykolyza resp.
»Warburgov efekt”. Zatial’ o Otto Warburg povazoval tento i¢inok za pri¢inu rakoviny, teraz
vieme, ze rakovinu indukuji v bunkdch zmeny génovej expresie ovplyviiujiice regulaciu rastu,
apoptdzy a bunkového cyklu. Aerdbna glykolyza je vSak stav, ktory sa vSeobecne pozoruje
v mnohych rakovinovych bunkéch. V sulade s preprogramovanim rakovinovych buniek, aby tiez
rastli za podmienok s nizkym obsahom kyslika sa preukazalo, Ze replikacia HCV sa pri nizkom
tlaku kyslika este zvysuje. Aj ked’ progresia peCenovych buniek k histologicky detekovatelnej
fibroze, cirhdze a nakoniec k HCC zvyc¢ajne trva roky, tak sa zda, ze HCV indukuje metabolické
zmeny, ktoré smeruju bunku k Warburgovmu efektu pomerne rychlo (niekol’ko dni alebo tyzdnov

po infikovani bunky) (Gerresheim et al. 2019).

Aj ked vicsinu faktorov o ktorych je zname, Ze reguluji zivotny cyklus virusov tvoria
proteiny, bolo overené, Ze v tychto procesoch zohravaju ulohu aj dlhé nekodujuce RNA

(IncRNA), ktoré sa nachadzaji okrem iného aj vo virusoch (Wang et al. 2017).

DIhé nekodujiice RNA

Posledné objavy naznacuji, Zze IncRNA maju rézne regulaéné tlohy vo viacerych hlavnych
biologickych a patologickych procesoch. Pocas Zivotnych cyklov virusu st IncRNA zapojené do
série krokov, vratane zvySenia expresie virusového génu, podpory replikéacie virusu, zabalenia
genomu, podpory uvoltfiovania viriénu, udrziavania latencie virusu a podpory transformacie
virusu. Okrem toho IncRNA antagonizuju hostitel'ské antivirusové vrodené imunitné reakcie.
Pocas virusovej infekcie virusy generuji IncRNA na ulahCenie indukcie cytopaticity
a patogenity. Niektoré IncRNA generované virusmi, preukéazali svoju ulohu aj pri zabezpecovani
rezistencie na antivirusové imunitné odpovede a niektoré nekodujiuce gény mozu navyse posobit’
ako bifunkéné faktory na podporu vstupu virusu, alebo na udrzanie latentného stavu (Wang et al.

2017).
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3.7 Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy B (HBV) sposobuje akutnu aj chronicka infekciu a predstavuje viac ako
600 000 umrti rocne (Baudi et al. 2020, He et al. 2016). Aj naprick vysoko ucinnej
(profylaktickej) vakcine zostava teda infekcia HBV velkou zatazou pre verejné zdravie s
vysokym poctom obeti (Hu et al. 2019b). Na celom svete st infikované virusovou hepatitidou B
priblizne 2 miliardy l'udi a viac ako 350 miliénov st chronicki prenasaci (He et al. 2016).
Chronicka infekcia virusom hepatitidy B je na celom svete hlavnou pricinou fibrozy, cirhozy
pecene a HCC (He et al. 2016, Megahed et al. 2020). Tato parenteralne prenosna virusova
hepatitida B je jednym z najzavaznejsich rizik zdravotnych pracovnikov v rozvojovych krajinach

(Hutlek a Urbanek 2018).

HBV je maly, obaleny DNA virus, patriaci do rodu Orthohepadnavirus a celade
Hepadnaviridae (Htlek a Urbanek 2018). HBV sa nachadza v krvi v niekol’kych réznych formach
(Herrscher et al. 2020, Tsukuda a Watashi 2020). V sére infikovanych pacientov sa pozoruju
najmene;j tri typy ¢astic HBV. Sférické struktiry s priemerom 42 nm, d’alSie s priemerom 22 nm

a vlakna s premenlivou diZkou s priemerom 22 nm (Tsukuda a Watashi 2020).

Dane particle

@?@{@; O‘E::} @O0

Envelopped Subviral particles Naked nucleocapsid
nucleocapsid (described in vitro)

Obr. 5 Schematické znazornenie Castic HBV (Prevzaté od: Tsukuda a Watashi 2020)

Prvé 42 nm castice s globularnou Struktirou, tieZz nazyvané aj Daneove Castice su infek¢né
viriony pozostavajuce z lipidovej membrany s tromi virusovymi povrchovymi proteinmi (HBs),
velkymi (L-HBs), strednymi (M-HBs) a malymi (S-HBs), ktoré obklopuju nukleokapsid.
Nukleokapsid je zloZeny z jadrového proteinu hepatitidy B (HBc), virusovej polymerazy a DNA
virusového genému. Ciastoéne dvojvlaknovy kruhovy gendom HBV je tiez znamy ako uvolnena
kruhova DNA (rcDNA) a virusova polymeraza (protein P) je kovalentne zosietovana s

touto rcDNA (Hwang a Park 2018, Tsukuda a Watashi 2020, Herrscher et al. 2020). Obalové
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proteiny obsahuju domény, nevyhnutné pre pripojenie k hepatocytom (Herrscher et al. 2020).
C-koncova S doména je spolocna pre vSetky tri obalové proteiny. M protein obsahuje aj extra N-
koncovii doménu preS2 a L protein obsahuje okrem preS2 a S aj doménu preS1 (Herrscher et al.

2020).

Medzi 22 nm castice patria subvirusové castice (SVP), ktoré su v sére pacienta omnoho
pocetnejsie, nakol'ko sa vylucuji v ovela vd¢Som mnozstve ako viriony, avSak chyba im ale
nukleokapsid a su teda neinfekcné (Herrscher et al. 2020, Tsukuda a Watashi 2020). V stc¢asnosti
je tiez zname, Ze existuju aj d’alSie neinfekéné Castice produkované infekciou, vratane obalenych
Castic, ktorym chyba virusovy genom, tych ktoré obsahuji virusovii RNA a ¢astic bez obalu (nahé
nukleokapsidy) (Tsukuda a Watashi 2020). Relevantnost’ SVP v Zivotnom cykle zostava nejasna.
Bolo navrhnuté, ze SVP posobia ako ndvnada pre imunitny systém a chrania Daneove Castice
pred neutralizujucou humoralnou odpoved’ou (Herrscher et al. 2020). Je nutné podotknut’, ze
Siroké pouzitie vakcin na baze HBV SVP vyznamne zniZilo mieru infekcie HBV (Herrscher et al.

2020).

3.7.1 Genotypy HBV

HBYV je podla sekvencie genomu diferencovany do mnohych genotypov. Doteraz bolo
definovanych osem znamych genotypov (A-H) gendému HBV. Okrem toho boli tiez
identifikované dva nové genotypy, I a J. Niektoré genotypy HBV sa dalej klasifikuju ako
subgenotypy. Sekvencia HBV je charakterizovana > 8% nukleotidovymi rozdielmi pre genotyp a
4% az 8% nukleotidovymi rozdielmi pre subgenotyp. Doteraz bolo urcenych viac ako 30
pribuznych subgenotypov patriacich ku genotypom HBV. Genotypy A-D a F st rozdelené do
roznych subgenotypov, pricom pre genotypy E, G a H neboli definované Ziadne subgenotypy.

Mechanizmy r6znych patogénnych charakteristik genotypov HBV nie su s uréitost’ou zname.
Mnoho studii ale uvadza, ze rézne genotypy a subgenotypy vykazuju rozdielne geografické
rozloZzenie a suvisia s progresiou ochorenia, klinickou progresiou, odpoved’ou na antivirusovii

lieCbu a prognézou (Sunbul 2014).

Obr.6 Geografické rozloZenie genotypov HBV na celom svete (Prevzaté od: Sunbul 2014)
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3.7.2 Pripojenie ¢astic HBV k povrchu bunky
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Obr. 7 Zivotny vyklus HBV (Prevzaté od: D'souza et al. 2020).

3.7.2.1 Nizkoafinitnd vizba na heparansulfitové proteoglykany

Zivotny cyklus HBV za&ina v okamihu, ked’ sa virus pripoji k membrane hostiteI'skej bunky
(Saietal. 2016). HBV sa pripaja k hepatocytom interakciou medzi doménou preS1 proteinu LHB
na obale HBV a na povrchu hepatocytov heparansulfatovymi proteoglykanmi (HSPG) (Sai et al.
2016, Hwang a Park 2018), ako je glypican 5, neSpecifickym a nizkoafinitnym sposobom
(Tsukuda a Watashi 2020, D'souza et al. 2020). HSPG st glykoproteiny, obsahujtce jeden alebo
viac retazcov heparan sulfatu, nachddzajicich sa na povrchu buniek a v extracelularnej matrici
takmer vSetkych buniek. HSPG maju délezité fyziologické funkcie a st zapojené do pripojenia

mnohych virusov (Herrscher et al. 2020).

3.7.2.2 Vysokoafinitnd viizba na NTCP receptor
Vstup HBV do Tudskych hepatocytov je sprostredkovany prostrednictvom polypeptidu
kotransportujiceho taurocholat sodny (NTCP) a nedavne tidaje naznacujt, ze zahina aj receptor

epidermalneho rastového faktora (EGFR) (Hu et al. 2019b)

Po nizkoafinitnej vizbe k HSPG, nasleduje vézba vysokoafinitna na NTCP receptor, ktory
ulahCuje vstup (D'souza et al. 2020, Mitra et al. 2018, Herrscher et al. 2020).
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Vysokoafinitna interakcia medzi myristoylovanou N-terminalnou oblastou PreS1 L proteinu
s NTCP a pravdepodobne d’al§imi hostitel'skymi faktormi spusta absorpciu viridnu

(pravdepodobne endocytézou) (Nassal 2015).

Hlavnym prielomom bol prave objav NTCP, ako diferenciacne zavislého, hepatocytovo a
druhovo $pecifického HBV receptora bunkovej membrany (Koénig et al. 2019). NTCP je
kédovany génom SLC10A1 a nachadza sa predovSetkym na bazolateralnej membrane
hepatocytov (Herrscher et al. 2020). Okrem toho, ze je NTCP zodpovedny za absorpciu
konjugovanych zlcovych kyselin z krvi do pecene (Donkers et al. 2019, Tsukuda a Watashi 2020),
tak je aj vstupnym receptorom pre virus hepatitidy Ba D (Donkers et al. 2019, Tsukuda a Watashi
2020). Identifikacia tohto dlho hl'adaného receptora Specificky exprimovaného v peceni (Tsukuda
a Watashi 2020, Allweiss a Dandri 2016, Kdnig et al. 2019) pripravila cestu pre vyvoj novych
infekénych systémov in vitro, umoznujicich efektivnejsi skrining antivirusovych liekov a
objasnenie niektorych doposial’ nezndmych krokov v zZivotnom cykle HBV (Allweiss a Dandri

2016).

V roku 2012 identifikovali vedecki pracovnici NTCP ako receptor pre virusy HBV, HDV
a nasledne toto zistenie nezavisle potvrdili aj d’alsi, ktori porovnavali profily génovej expresie
diferencovanych a nediferencovanych buniek HepaRG a demonstrovali, Ze eliminacia NTCP
blokovala infekciu HBV. Navyse exogénna expresia NTCP ucinila 'udské a Tupaia bunkové linie
hepatomu citlivymi na infekciu HBV (vid’ kapitolu 5) (Herrscher et al. 2020). NTCP bol
identifikovany ako faktor —48 oblasti preS1, o ktorej sa uz vedelo, Ze je nevyhnutna pre vizbu na
receptor (Tsukuda a Watashi 2020). Doména preS1 je nevyhnutna pre infekénost HBV, pretoze
sprostredkovéva interakciu virusu s bunkami. Oblast medzi aminokyselinami 2 a 47 v preS1 bola
zahrnut4 do vézby na hepatocyty. Zistilo sa, Ze delécia 11 aminokyselin v oblasti preS1 zvySuje
infekEnost’ Castic HBV (Herrscher et al. 2020). V poslednych rokoch sa ako mozné receptory pre
HBV navrhlo mnozstvo hostitel'skych faktorov, vratane asiaglykoproteinového receptora,
transferinového receptora, IL-6 receptora a polymerizovaného I'udského albuminového receptora,
avsak ziadny z tychto faktorov necinil bunky hepatomu nachylnym na infekciu HBV (Herrscher

et al. 2020).

NTCP je vyjadreny v strednych az vysoko diferencovanych HCC, ale nie v slabo
diferencovanych HCC. Jeho expresia je znizena pri va¢sine ochoreni pecene. Expresia NTCP sa
po izolacii primarnych ludskych hepatocytov rychlo straca. Tieto pozorovania mézu vysvetlit',
preco zhubné bunky hepatomu nepodporujti infekciu HBV a HDV a preco st primarne hepatocyty
citlivé na HBV iba niekol’ko dni po izolacii (Herrscher et al. 2020).
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3.7.3 Virusovy vstup

3.7.3.1 Faktory hostitel’skej bunky zapojené do internalizdicie HBV

NTCP je jednoznacne nevyhnutny, ale nie dostato¢ny na ucinnu infekciu. To, ¢i HBV
interaguje s inymi receptormi pocas penetracie bunkami zostdva nejasné. Je zname, Ze virusy
interaguju s niekolkymi hostitel'skymi faktormi, aby iniciovali vstup. Faktory koreceptorov a
hostitel'skych buniek pozadované pre vstup do HBV neboli este ale uplne objasnené. Zistenie, ze
v bunkovych linidch nadmerne exprimujicich NTCP bola Gcinnost’ infekcie relativne nizka
naznacuje, ze su potrebné d’alSie faktory hostitel'a pre citlivost’ na infekciu HBV, potencialne

prostrednictvom vytvorenia komplexu a viacstupnového procesu vstupu (Herrscher et al. 2020).

Jedna Studia identifikovala receptor epidermalneho rastového faktora (EGFR) ako kofaktor
vstupu hostitel’a, ktory spsta internalizaciu HBV (D'souza et al. 2020, Herrscher et al. 2020).
V sulade s tymto zistenim sa ukéazalo, ze bunkova linia HepG2 ma ovela nizsie hladiny EGFR
ako iné bunkové linie hepatocytov, ¢o je potencialne zodpovedné za nizku mieru infekcie
(Herrscher et al. 2020). Tsukuda a Watashi (2020) vo svojom ¢lanku uvadza, Ze receptorova
tyrozinkinaza, epidermalny rastovy faktor (EGFR), spusta internalizaiciu HBV/HDV
prostrednictvom jeho priamej interakcie s NTCP. Taktiez bolo publikované, ze NTCP méze byt
oligomerizovany a stav oligomerizacie moduluje schopnost NTCP sprostredkovat’ virusovu
internalizaciu. Predpoklada sa, ze internalizacia vo vezikulach indukuje fiziu medzi virusovym
obalom a vezikularnou membranou pochadzajticou z buniek, hoci tento mechanizmus zostava do

znacnej miery neznamy (Tsukuda a Watashi 2020).

Dalsia $tadia odhalila poziadavku na protein hostitel'skej bunky E-kadherin, na vépniku
zavisly protein adhézie buniek, pri vstupe do HBV. Ukazalo sa, ze E-kadherin hra rozhodujucu
ulohu pri vstupe do HBV ovplyvnenim distribucie NTCP. Tento protein sa viaze na
glykozylovany NTCP a wulahcuje relokalizaciu NTCP na bazolateralnu plazmaticka
membranu. Bunkova polarizacia bola opisana ako povinny mechanizmus pre produktivny vstup
HBYV. Pretoze polarizacia buniek indukuje relokalizaciu proteinov bunkovej adhézie ako je E-
kadherin na plazmaticki membranu, tak by sa toto pozorovanie dalo Ciastocne vysvetlit
dolezitostou E-kadherinu pre absorpciu HBV. Zaujimavy je fakt, Ze polarizacia buniek na druhe;j
strane obmedzuje vstup HCV cez tesné¢ spojenia (TJ), ktoré vytvaraju fyzicka bariéru a

obmedzuju pristup virusu k receptorom (Herrscher et al. 2020).

3.7.3.2 Endocytoza sprostredkovand viizbou na receptory

Po naviazani na hepatocyt prostrednictvom NTCP musi HBV vstapit’ do bunky (Herrscher et
al. 2020, Megahed et al. 2020, Hwang a Park 2018). Predpoklada sa, ze k tomuto vstupu dochadza
prostrednictvom endocytozy (Tsukuda a Watashi 2020, Herrscher et al. 2020). Je ale potrebné
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eSte urCit’ podrobné mechanizmy, ktorymi NTCP sprostredkovava vstup HBV (Herrscher et al.

2020).

Ukazalo sa, ze HBV vyuziva vstupnu cestu sprostredkovani kaveolinom-1 na iniciaciu
produktivnej infekcie v bunkach HepaRG. Dalsia $tadia uvadzala, Ze oSetrenie primarnych
hepatocytov Tupaia (PTH) chemickymi inhibitormi endocytdzy sprostredkovanej kaveolinom,

nezhorsila infekciu HBV (Herrscher et al. 2020).

Niekol'ko inych $tadii na druhej strane uvadza protichodné vysledky podporujuce pouzitie
klatrinmi sprostredkovanej endocytdzy (CME) na vstup HBV do buniek (Herrscher et al. 2020).
Toto tvrdenie uviedli okrem iného vo svojom ¢lanku aj Hwang a Park (2018), kde tvrdia, ze NTCP
umoznuje virionu HBV prechadzat cez plazmaticki membranu prdve pomocou klatrinmi
sprostredkovanej endocytdzy. Skutocne sa ukazalo, ze doména preS1 obalovych proteinov HBV
interaguje s klatrinom a proteinovym adaptérom 2 (AP-2) pocas vstupu do imortalizovanych
Pudskych primarnych hepatocytov. Tento vysledok bol potvrdeny vyznamnym poklesom infekcie

HBY po stlmeni klatrinového tazkého retazca (CHC) a AP-2 (Herrscher et al. 2020).

Mechanizmy, ktoré su zakladom krokov pri vstupe do HBV, boli len nedavno Studované
priamo v bunkovych linidch hepatdomu nadmerne exprimujucich NTCP, ¢o predstavuje zaujimavy
nastroj na desifrovanie mechanizmov absorpcie HBV. Studia uskutoénena v roku 2018 skiumala
absorpciu HBV do buniek HepG2-NTCP a preukazala, Ze silibinin, liek, o ktorom je zname, ze
inhibuje klatrinom sprostredkovant endocytézu, znizoval vstup HBV. Po tomto zisteni, nedavna
Studia preukézala ucast’ AP-2 a adaptorového proteinu EPS15 na infekcii buniek HepG2-NTCP
a PHH HBV (Herrscher et al. 2020).

V sulade s vysledkami tychto dvoch stadii, d’alSia studia ukazala, Ze uml¢anie kaveolinu-1 v
bunkach HepG2-NTCP neznizilo infekciu HBV, zatial’ ¢co uml¢anie CHC, dynaminu-2 (DNM2)
a AP-2 malo za nasledok vel'mi vel’ké zniZenie Grovne infekcie. NavysSe v tejto $tadii analyzou
elektronovej mikroskopie odhalili, ze ¢astice HBV boli pritomné vo vezikulach potiahnutych
klatrinom v skorom $tadiu infekcie. Niekol'ko d’al$ich linii dokazov podporuje predstavu, ze CME
je hlavnym sposobom vstupu pre HBV in vivo. Ukazalo sa, ze CME skuto¢ne hra mnozstvo
dolezitych uloh v hepatocytoch, v homeostaze Zeleza, steatdoze pecene a virusovych infekciach

pecene (Herrscher et al. 2020).

3.7.4. Virusovy unik z endozomov a odbalenie

U vacsiny virusov je vstup do bunky sprostredkovany endocytickou drahou. Po dosiahnuti
neskorych endozémov nasledny proces odbalenia pomaha pri tiniku z endozémov. V opacnom
pripade by sa virusy degradovali v lyzozomoch. Rovnako ako v pripade inych obalenych virusov
sa predpokladalo, Ze HBV uniké z endozoémov aj pomocou mechanizmov membranovej fzie

(Liu et al. 2016a).
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Po svojej endocytoze pokracujii obalené virusy endocytovou cestou a nakoniec sa dostant
do cytoplazmy v skorych endozémoch, neskorych endozomoch, alebo lyzozomoch, v zavislosti
od kompartmentu s vhodnymi podnetmi na spustenie a podporenie fuzie. Zavislost na pH je
najdolezitejSim faktorom pri spustani fuzie u vacsiny obalenych virusov internalizovanych
endocytézou. Pre HBV nie je uplne jasné ani presné miesto virusovej flzie, ani podnety
spustajuce fuziu. V proteine L bolo identifikovanych niekol’ko fusogénnych domén: C-koncova
polovica oblasti preS2 (fusogénna doména nezavisla od pH z aminokyselinovych zvyskov 149 az
160), N-koncova cast’” S oblasti (fusogénna doména zavisisla od nizkeho pH zo zvySkov
aminokyselin 164 az 186), oblast’ preS1 (zavisla od nizkeho pH) a N-koncova Cast’ oblasti preS1
(zavisla od nizkeho pH z aminokyselinovych zvyskov 9 az 24) (Liu et al. 2016a, Herrscher et al.

2020).

Chlorid aménny, ktory zvySuje endozomalne pH vSak nemal Ziadny vplyv na infekciu virusom
kacacej hepatitidy B (DHBV). Bafilomycin Al, silny inhibitor vakuoldrnych protonovych ATPaz,
ktory je zodpovedny za okyslenie a nastavenie gradientu pH v endozdéme, inhibuje prenos zo
skorych na neskoré endozémy. Ukézalo sa, Ze oSetrenie buniek bafilomycinom Al inhibuje
infekcie DHBV a HBV. V inej studii viedlo uml¢anie malych GTP4z zapojenych do prepravy
nakladu medzi membranami Rab5 alebo Rab7 k vyznamnému znizeniu infekcie HBV. Rab5 je
zodpovedny za transport z plazmatickej membrany do skorych endozomov a Rab7 je zodpovedny
za transport do neskorych endozémov a lyzozoémov. Tieto objavy podporuju hypotézu, ze HBV
sa prenasa zo skorych do neskorych endozémov. NavySe nedavna $tadia ukazala, ze EGFR
sprostredkovava internalizaciu NTCP viazaného HBV prostrednictvom svojej cesty endocytozy
/ triedenia. Ukazalo sa, ze aktivacia EGFR spusta transport HBV do neskorych endozémov /
lyzozémov. Vsetky tieto udaje silne naznacuji, ze HBV je ko-transportovany s EGFR a NTCP
do neskorych endozomov (Herrscher et al. 2020).

3.7.5 Tvorba cccDNA

Po endocytdze sa nukleokapsid uvolni z virusového obalu a transportuje sa do jadra.
Podkladovy proces nie je ale uplne jasny. Jednym z moZnych mechanizmov je vSak to, Ze
C-koncova doména jadrového proteinu, bohata na arginin méze poskytovat transportny signal do
jadrovych porov (Hwang a Park 2018). Toto potvrdzuju vo svojich ¢lankoch aj He et al. (2016)
a Alexopoulou et al. (2020), ktori udavaju, ze nukleokapsid sa odburava v komplexe jadrovych
porov. rcDNA sa nasledne uvolni a prenesie do jadra (Hwang a Park 2018, Herrscher et al. 2020,
Alexopoulou et al. 2020, Sai et al. 2016, Bissig et al. 2010, He et al. 2016, Tong a Revill 2016,
Megahed et al. 2020).

Po dosiahnuti jadra sa genémova rcDNA HBV prevedie na cccDNA, ktora sluzi ako

transkripény templat pre vsetky virusové RNA, vratane pregenomickej RNA (pgRNA), a tak je
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molekularnym zakladom na stanovenie a udrZanie virusovej infekcie (Sai et al. 2016, Bissig et al.
2010, Megahed et al. 2020, Hwang a Park 2018, He et al. 2016, Tong a Revill 2016, D'souza et
al. 2020, Hu et al. 2019b).

Konverzia rcDNA na cccDNA si vyZaduje demontaz kapsidy HBV, deproteinizaciu rcDNA a
ligaciu rcDNA na cccDNA (Nguyen et al. 2020). Tento proces zahiiia mnozstvo etap, pri ktorych
sa virusova polymeraza kovalentne viaze na 5' koniec zdporného retazca DNA. Kratky RNA
oligomér z 5' konca kladného retazca DNA, ktory sa pouziva na pripravu syntézy pozitivneho
retazca DNA sa odstrani, variabilny pozitivny retazec sa dokon¢i a nakoniec sa konce dvoch
teraz uplnych vlakien spoja dohromady. V takejto forme je cccDNA dostatocne stabilna

(Alexopoulou et al. 2020).

cccDNA je udrziavana v jadre hostitel'skych hepatocytov ako stabilny epizom, ktory vytvara
minichromozom, prostrednictvom asocidcie s histonmi a nehistonovymi proteinmi (Tong a Revill
2016, Hwang a Park 2018, Alexopoulou et al. 2020). Jeho funkcia je regulovana aktivitou roznych
nuklearnych transkripénych faktorov, ktoré zahfiiaju transkripéné represory, koaktivatory a
enzymy modifikujice chromatin. Takmer vsSetky prvky regulujuce virusova transkripciu
obsiahnuté vo virusovom gendéme maju viazbové miesta pre pecenové Specifické transkripcné
faktory. Z tohto dovodu cccDNA vyuziva bunkové transkripéné mechanizmy na produkciu
proteinov a virusovi morfogenézu (Alexopoulou et al. 2020). Je pozoruhodné, Ze cccDNA je
syntetizovana z rcDNA bud’ z infikovania viriénov, alebo z nasledujicich intracelularnych
nukleokapsidov, prostrednictvom drahy amplifikacie cccDNA, ¢im poskytuje kriticky
mechanizmus na perzistenciu vo forme minichromozému v strede infikovanych buniek (Nguyen

et al. 2020).

CccDNA je hlavnou pric¢inou chronickej infekcie HBV (Hwang a Park 2018). Stale vSak nie
je zname to, ako je cccDNA v jadre udrziavana. cccDNA je vo svojej podstate stabilna, a teda
dlhodobo sluzi ako templat pre virusov replikaciu. Nedavna analyza ukazala, Ze pol¢as rozpadu
cccDNA v bunkach HepG2 nadmerne exprimujiacich NTCP je asi 40 dni. V klinickom prostredi
to bude ale pravdepodobne ovela dlhsie. Odhaduje sa, Ze to moze byt aj viac ako 9 mesiacov u
pacientov s hepatitidou B, pricom imunitné odpovede a stimulacia cytokinmi st hlavnymi

faktormi, ktoré ovplyvituju udrziavanie cccDNA (Tsukuda a Watashi 2020).

3.7.6 Prepis a preklad

cccDNA je intracelularnym zarodkom na zahdjenie Zivotného cyklu virusu (Tong a Revill
2016). CccDNA sluzi ako templat na transkripciu virusovych mRNA hostitel'skou bunkovou
RNA polymerazou II (Bissig et al. 2010, Sai et al. 2016, Tong a Revill 2016, He et al. 2016,
Hwang a Park 2018, Jiang a Hildt 2020).
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Virusové RNA sa transkribuju, nasledne sa transkripty exportuju do cytoplazmy a bud’ sa
prekladaju do Struktarnych, regula¢nych alebo replikativnych proteinov (Jiang a Hildt 2020,
Balagopal et al. 2020), alebo sa balia do novych viriénov (vid’ kapitolu 3.7.6) (Balagopal et al.
2020). Virusové transkripty zahtiaju pregenomicki RNA (pgRNA) a subgenomické RNA (Jiang
a Hildt 2020, He et al. 2016). Exportovana pgRNA a subgenomické transkripty st nasledne
prelozené na produkciu jadrového proteinu (HBc), povrchovych proteinov virusového obalu

(HBs), HBeAg, X proteinu (HBx) a polymerazy (D'souza et al. 2020).
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Obr. 8 Schematicky prehl’ad Zivotného cyklu HBV (Prevzaté od: Tsukuda a Watashi 2020)

Konkrétnejsie, existuju $tyri rozne HBV mRNA, ktoré sa ligia svojou dizkou. Najdlhsia 3,5
kB mRNA, pregenomicka RNA (pgRNA), koduje polymerazovy a jadrovy / prejadrovy protein.
Druhé 2,4 kB preS mRNA koduje proteiny LHB a MHB. S mRNA dlhé 2,1 kB koduje protein
SHB. Dalgia X mRNA s dizkou 0,7 kB koduje protein X (Hwang a Park 2018). Skupina kratkych
a dlhych virusovych mRNA sa transkribuje hostiteI'skou RNA polymerazou II (Balagopal et al.
2020). Tato transkripcia je riadend hlavne Styrmi promoétormi (jadro, preS1, preS2 a X) a dvoma

zosiliovacmi (EN [ a EN II) (He et al. 2016, Hwang a Park 2018).

Prejadrovy protein obsahuje celt sekvenciu jadrového proteinu plus amino-termindlne
prediZenie o 29 aminokyselin (sekvenciu ,,precure”). Prvych 19 aminokyselin prejadrového
proteinu predstavuje signalny peptid, ktory smeruje prejadrovy protein na vyluovanie do

endoplazmatického retikula (ER). Tento signalny peptid je odstraneny signalnou peptidazou,
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ktora sa nachadza v limene ER, za vzniku 22-kDa prekurzorového proteinového derivatu p22,
ktory je d’alej Stiepeny na svojom karboxylovom konci furinovou protedzou v Golgiho aparéte.
Vylu€ovany prejadrovy proteinovy derivat je znamy ako antigén e (HBeAg) (Megahed et al.
2020).

HBx je regulacny protein, ktory prilakal pozornost’ vel'kého poctu vyskumnych pracovnikov
a je jednoznac¢ne potrebny na virusovi replikaciu (Tsukuda a Watashi 2020, Hu et al. 2019b).
Ukazalo sa, Ze prispieva k patogenéze ochorenia, vratane nepriameho prispievania do
pociatocnych §tadii HCC prostrednictvom signalnych transdukénych drah, ako aj zmenou
expresie hostitel'ského génu. HBx bol lokalizovany v jadre, aj v cytoplazme, co mu umoziuje
zohravat’ rozne tlohy v regulacii génovej expresie a signalnej transdukcii. V jadre sa HBx viaze
na cccDNA minichromozémy a uplatiiuje svoj vplyv epigeneticky. HBx neviaze priamo DNA,
ale moze sa viazat’ na hostitel'ské transkripéné faktory, ktoré sa viazu na pribuzné sekvencie
prométorov (Hu et al. 2019b). Tsukuda a Watashi (2020) uvadzaji, ze HBx sa asociuje s
minichromozémom cccDNA uzko paralelne s kinetikou acetylacie H3 viazanej na cccDNA. HBx
moduluje ndbor enzymov modifikujicich chromatin a riadi epigeneticky stav histonov

asociovanych s cccDNA pre aktivnu transkripciu (Tsukuda a Watashi 2020).

Vzhl'adom na svoju Ustrednu ulohu v zZivotnom cykle HBV sa okrem ovplyviiovania
epigenetickej transkripcie a stimuldcie mnohych bunkovych transdukénych drah ukazuje

zameranie na HBx ako zivotaschopna terapeuticka stratégia (Hu et al. 2019b).

3.7.7 Zabalenie a syntéza virusovej genomovej DNA

Jednym z krokov v replikacii HBV je zabalenie pgRNA pomocou reverznej transkriptazy do
spontanne sa tvoriacich nukleokapsidov, ¢o je proces, ktory sa vyskytuje v cytoplazme
(Alexopoulou et al. 2020). Replikécia virusovej DNA sa zac¢ina zhromazdenim homomultimérov
virusového jadrového proteinu (HBc) do replikacne kompetentnej, ale stale nezrelej virusovej
kapsidy v cytoplazme, ktora je zostavena do jadrovych ¢astic obsahujucich pgRNA a virusovua
polymerazu (reverznmi transkriptazu) ako Specificky komplex ribonukleoproteinov (Hu et al.

2019b, Alexopoulou et al. 2020).

HBYV sa pri replikacii svojej gendmovej DNA prostrednictvom medziproduktov RNA spolieha
na protein P, ktory je tiez Specializovanou reverznou transkriptazou (RT). Protein P sa totiz sklada
zo Styroch domén: termindlny protein, ktory je kovalentne spojeny s DNA primerom pocas
syntézy negativneho retazca DNA, priestorovd doména (tzv. spacerova), ktora je tolerantna k
mutaciam, doména RT a doména ribonukleazy H (RNaza H) (Tong a Revill 2016, Megahed et al.
2020).

Selektivne zabalenie pgRNA, ale nie kratSich transkriptov sa pripisuje sekundarnej Struktire

RNA (g signal) na jej 5 'konci (Tong a Revill 2016). Zabalenie sa spusta naviazanim HBV

34



polymerazy na Struktru € -kmenovej sluc¢ky 5 'terminalnej oblasti pgRNA v cytoplazme. Pretoze
pgRNA je terminalne nadbytocnda, Struktira kmenovej slucky je tiez pritomnd na 3' konci;
polymeraza vSak tieZ rozpoznava Struktaru 5' ¢iapocky. Z toho dévodu moze iba 5' e-kmetiova
slucka sluzit' ako signal na zabalenie. Po naviazani polymerazového proteinu sa zhromazdia
jadrové proteiny na zostavenie kapsidy, pricom pgRNA a polymeraza sa zabalia (Hwang a Park

2018).

Zabalena pgRNA je templatom pre syntézu negativnych retazcov rcDNA reverznou
transkripciou pomocou reverznej transkriptazy HBV polymerazy (Alexopoulou et al. 2020,
Megahed et al. 2020, Hwang a Park 2018). Konkrétne, N-koncovd doména HBV polymerazy ma
zvySok tyrozinu (Y63), ktory funguje ako proteinovy primer na polymerizaciu DNA
s negativnym retazcom (Nguyen et al. 2020, Hwang a Park 2018), resp. sluzi ako akceptorové

miesto pre prvy nukleotid DNA s negativnym retazcom (Tong a Revill 2016).

Po tomto kroku sa véacsina pgRNA templatu odburava doménou RNazy H HBV polymerazy
(Alexopoulou et al. 2020, Hwang a Park 2018, Hu et al.2019b), priCom zostane iba maly fragment
RNA. Zvysny RNA fragment sa pouzije ako primer pre syntézu pozitivneho retazca DNA, ¢o

vedie k syntéze rcDNA v nukleokapside (Hwang a Park 2018).

3.7.8 ZhromaZdenie a uvol’nenie
Novo zabalena rcDNA sa moze dopravit’ spit’ do jadra (recyklécia), aby doplnila bunkovi

populaciu cccDNA. V kazdom infikovanom hepatocyte sa totiz hromadi okolo tridsat’ molekul

cccDNA (Baudi et al. 2020, Hwang a Park 2018).

V druhom pripade sa méze dopravit do ER na to, aby ziskala obal a mohla pokraCovat
vo vylu€ovani infekénych virionov, ktoré sa nasledne uvolnuju z bunky za Gcelom infikovat
d’alsie bunky (D'souza et al. 2020, Tsukuda a Watashi 2020, Nguyen et al. 2020). Nukleokapsid
sa prestiva do ER, kde st povrchové proteiny (SHB, MHB a LHB) zabudované do membrany.
Nukleokapsidy tak ziskavaju svoju vonkajsiu obalku obsahujicu HBsAg a stavaji sa zrelymi
virusovymi Casticami (Hwang a Park 2018, Nguyen et al. 2020, Tsai et al. 2018, Megahed et al.
2020). Obaleny HBV (Daneho castica) sa uvoliiuje z bunky sekreCnymi cestami a pucanim.
Okrem toho sa z bunky vylucuji aj sférické a vlaknité subvirusové Castice, ktoré¢ neobsahuju
virusovy nukleokapsid a zahimaju len samotny virusovy obal (Hwang a Park 2018, Baudi et al.

2020), resp. HBsAg sa moze z buniek uvol'fiovat’ aj vo forme prazdnych SVP (Tsai et al. 2018).
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3.8 Virus hepatitidy C

Objav HCV sposobil revoluciu v hepatologii a stal sa nosnou témou v tomto odbore.
Do6vodom bolo mnozstvo faktorov, ktoré sa uplatiiujii v prenose, Sireni infekcie, v patogenéze
a prognoze HCV. Do roku 1989 sa toto ochorenie oznacovalo ako hepatitida non-A a non-B
(Hulek a Urbanek 2018). Posledné odhady Svetovej zdravotnickej organizacie naznaluju, Ze
priblizne 71 miliénov jedincov na celom svete je infikovanych HCV, pricom, neexistuje Ziadna
vakcina, ktora by tejto infekcii zabranila (Colpitts et al. 2020). HCV sposobuje chronické aj
akutne infekcie (Wahid 2020). V pripade akutnej formy je vicSina pacientov asymptomatickych
(Wahid 2020, Hilek a Urbanek 2018, Palumbo 2011). To ma za désledok, ze pacienti su ¢asto
diagnostikovani az v pokroc¢ilom $tadiu ochorenia (Hulek a Urbanek 2018). Akutna infekcia
progreduje do chronickej hepatitidy C (CHC) v priblizne 50-84% pripadoch (Wahid 2020,
Palumbo 2011). CHC je zodpovedna za priblizne 300 000 az 400 000 tmrti ro¢ne v dosledku
dekompenzacie cirh6zy, kone¢ného Stadia ochorenia pec¢ene a HCC (Wahid 2020, Palumbo 2011,
Albecka et. al 2011, Spengler 2018). Tieto komplikacie spojen¢ s CHC sa vyvina u 15-30 %
infikovanych (Wahid 2020), pricom riziko prechodu do chronicity je ovela vicSie u starSich
jedincov ako u mladsich, ktori maji véacSiu Sancu na spontdnne odstranenie virusu (Palumbo
2011).

HCV je obaleny, jednovlaknovy RNA virus pozitivnej polarity, ¢len rodu Hepacivirus,
zaradeny do &elade Flaviviridae (Grassi et al. 2016, Blight a Norgard 2006). Castice HCV maju
priemer 50-80 nm (Popescu et al. 2014). St tvorené nukleokapsidom obklopenym lipidovou
membranou odvodenou od hostitel'a (host-derived membrane) obsahujicou HCV glykoproteiny
E1 a E2 (Popescu et al. 2014, Dai et al. 2020, Colpitts et al. 2020), ktoré pohanaju virusovy vstup
(Colpitts et al. 2020). Zakladny jadrovy protein sa spaja s virusovou RNA a vytvara
nukleokapsid (Scheel a Rice 2013, Popescu et al. 2014, Colpitts et al. 2020). Asociacia
virusového jadrového proteinu, ktory tvori kapsidu s lipidovymi kvapdockami sa javi ako
nevyhnutnd podmienka pre pociatoéné kroky montaze, ktoré uzko suvisia s replikaciou
virusového genéomu (Suzuki 2017).

Bolo preukdzané, Ze v krvi u chronicky infikovanych pacientov cirkuluju castice HCV
vo formach spojenych s lipoproteinmi (Spengler 2018, Bartosch et al. 2010, Gerresheim et al.
2019, Colpitts et al. 2020). Ked'ze pre zrelu casticu HCV je charakteristicka jej silna asociacia
s lipoproteinmi, tak sa z tohto dovodu castice HCV oznacuju aj ako tzv. ,lipo-viro Castice™
(LVP) (Elgner et al. 2018, Popescu et al. 2014, Gerresheim et al. 2019, Colpitts et al. 2020).
Charakterizéacia Castic produkovanych bunkovou kulturou naznacuje, ze ich lipidové zlozenie
pripomina lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) a lipoproteiny s vel'mi nizkou hustotou (VLDL),
pricom cholesterylestery tvoria takmer polovicu celkovych lipidov HCV (Dubuisson a Cosset
2014). Presna povaha interakcii medzi zlozkami virionu HCV a lipoproteinmi zostava ale

neurcena (Dubuisson a Cosset 2014).
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3.8.1 Genom HCYV a jeho produkty

Gendém HCV je jednovldknovd RNA s pozitivnou orientaciou t. j. po odpojeni sa virusova
RNA méze priamo prelozit’ do cytoplazmy bunky (Gerresheim et al. 2019). Tento gendém
pozostava z 9,6 kilobazového ORF ohraniceného 5 'a 3' neprekladanymi oblastami (UTR). Tieto
UTR obsahuju vysoko Struktirované prvky RNA, ktoré s rozhodujuce pre translaciu genomu a
replikaciu HCV RNA (Dubuisson a Cosset 2014, Gerresheim et al. 2019, Rybecka et al. 2019).

Internym ribozémovym vstupnym miestom (IRES) sprostredkovana translacia otvoreného
¢itacicho ramca ORF produkuje polyprotein, (Gerresheim et al. 2019, Rybecka et al. 2019)
obsahujuci 3010 aminokyselin (Samreen et al. 2012, Htlek a Urbanek 2018), ktory sa spracovava
hostitel'skymi (bunkovymi) a virusovymi proteazami na desat’ virusovych Strukturdlnych a

nestrukturalnych proteinov (Rybecka et al. 2019, Gerresheim et al. 2019, Spengler 2018).

M
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Obr. 9 Struktiira Castice a gendmu HCV (Prevzaté od: Rybeckd et al. 2019)

Ide konkrétne o tri virusové Strukturdlne proteiny (E1, E2 a jadrovy protein) a sedem
nestrukturalnych proteinov (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Bartosch et al. 2010,
Burlone. et al. 2009, Scheel a Rice 2013). Virusové Strukturalne proteiny tvoria HCV viriony
(Kunden et al. 2020). Proteiny E1 a E2 tvoria charakteristické vyrastky na povrchu virionu HCV
a maju za ulohu sprostredkovat’ vdzbu na membranu bunky a splynutie virusu s membranou
v prvych fazach reprodukéného cyklu virusu (Hulek a Urbanek 2018).

Nestrukturalne NS3 az NS5B sprostredkiivaji replikaciu genomu (Bartosch et al. 2010). NS2
a p7 zohravaju kIiCovl ulohu pocas virionovej zostavy, ktora zahiha vzajomné interakcie

proteinov a bielkovin, ako aj inych virusovych proteinov (Shaw et al. 2020). S0 teda potrebné
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na zhromazd'ovanie virusovych ¢astic a uvolnovanie infekénych viriénov, ale nie su rozhodujice
pre replikaciu RNA (Kunden et al. 2020).

IRES, ktoré sa nachadza v 5' nekodujucej oblasti (Niepmann et al. 2020, Samreen et al. 2012)
hra doélezita ulohu pri vizbe eukaryotickych ribozomdlnych podjednotieck a zacina
zhromazd'ovanie translacne aktivneho komplexu 80S. Je zndme, Ze tito sekvencia je
konzervativnejsia ako ktorakol'vek ina ¢ast’ virusového genému. IRES sa povazuje za idedlny ciel’
pre anti-HCV sprostredkovanu liecbu RNAi, pricom niekol’ko skupin experimentovalo s u¢innou
inhibiciou replikacie HCV navrhovanim siRNA smerom k tejto oblasti (vid’ kapitolu 4.3.4)
(Samreen et al. 2012).

p7 je maly hydrofobny virusovy protein (Douam et al. 2016), ktory je schopny oligomerizacie
(tvorby hexamérov a/alebo heptamérov) v membranach na vytvorenie komplexu ionovych
kanalov s odlisnou, ale rovnako dolezitou tlohou pocas sekrécie virionu. Zahiia to zvysenie pH
sekrecnej vezikuly, ktoré je potrebné na ochranu acido-labilnych intracelularnych virénov (Shaw
et al. 2020).

Gén C patri medzi geneticky najstabilnejSie oblasti Strukturalnej cCasti gendmu,
aminoterminalna 5” ¢ast’ gendému E2 (HVR1) je naopak najvariabilnejsia (Htlek a Urbanek 2018).

V poslednej dobe sa zistilo, ze dve izoformy jadrového proteinu zname aj ako ,,mini-jadro* sa
prekladaju z alternativneho otvoreného citacieho ramca na aminokyseliny 70 a 91, ktoré si
zachovavaju C-koncovu Cast’ zrelého nukleokapsidu p21, ale chyba im N-koniec. Funkcia tychto
mini-jadrovych proteinov musi byt eSte objasnend, avSak mutdcie v aminokyselinovych
poziciach 70 a 91 su spojené so zvySenym rizikom HCC, inzulinovou rezistenciou a zlyhanim

liecby interferonom (D'souza et al. 2020).

3.8.2 Geneticka variabilita virusu

Pre HCV je charakteristickd extrémna geneticka variabilita. Podl'a arovne genetickej zhody
modzeme HCV kategorizovat’ do genotypov, subtypov a kvazidruhov (Hulek a Urbanek 2018).
HCV predstavuje vel'mi heterogénnu skupinu virusov, ktora je rozdelena do siedmych alebo az
o6smych genotypov a viacerych podtypov, ktoré sa liSia vo viac ako 30% na urovni nukleotidov
(Lohmann 2019). Konkrétne, genotypy sa liSia vzdjomne v 30-33 %, subtypy jedného genotypu
sa lisSia v 20-25 % akvazi druhy jedného subtypu sa liSia v menej ako 10 % sekvenciach

nukleotidov (Hiilek a Urbanek 2018).

Genetickl variabilitu virusu, teda variabilitu jeho presnej nukleotidovej sekvencie
jednotlivych gendémov v ramci hostitel’a, predstavuji kvazidruhy. Tato genetikca variabilita
na urovni kvazidruhov je podkladom pre vznik virusovych variant rezistentnych na urcité
virostatikum. VSetky kvazidruhy si zachovavaju prislusnost’ k jednému subtypu a jednému

gendomu HCV. Z hladiska protivirusovej terapie je teda variabilita HCV vel'mi dolezita. Pri
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priamo poésobiacich antivirotikach (DAA) je volba lieCebnej kombinacie zavisla od znalosti

genotypu HCV (Hillek a Urbanek 2018).

Vysoka geneticka variabilita mala niekol’ko priamych dosledkov na objav a vyvoj lickov. Je
totiz velmi naro¢né ziskat jednotlivé lieky pokryvajuce vsSetky genotypy s porovnatelnou
ucinnost'ou a tiez modely bunkovych kultur, alebo bielkovinové modely potrebné na ¢o najblizsie
pokrytie genetickej variability, aby sa ziskali Siroko pdsobiace lieky. Za d’alSie, jediny liek by s
najvacsou pravdepodobnostou nebol dostato¢ny na vylieCenie infekcii HCV, kvoli riziku selekcie
mutacii poskytujicich rezistenciu (Lohmann 2019). Virusova heterogenita, ktora je obzvlast
vysoka v obalovych proteinoch navyse predstavuje hlavnu prekazku pre vyvoj vakciny a
Ciastocne vysvetluje aj to, preco eSte stale nie je k dispozicii (Lohmann 2019, Albecka et al.

2011).

3.8.3 Pripojenie HCV

Samotny vstup HCV do buniek je komplexny viackrokovy proces (Harris et al. 2008,
Alberione et al. 2020, Rybecka et al. 2019), pric¢om je dblezité podotknut’, ze HCV moéze infikovat’
hepatocyty dvoma odlisnymi cestami, a to vstupom virusu bez buniek alebo prenosom z bunky

na bunku (Colpitts et al. 2020).

Hlavnym rezervoarom replikacie obalen¢ho virusu hepatitidy C s pozitivnou polaritou st
hepatocyty (Harris et al. 2008, Fénéant et al. 2015). Na zahéjenie svojho Zivotného cyklu sa virus
musi naviazat’ na hostite'ski bunku a prekonat’ plazmatickli membranu, aby ziskal pristup
k vnatornému obsahu bunky. Pripojenie je sprostredkované vézbou proteinu pritomného
na povrchu viriénu, na molekulu na povrchu bunky, ktora funguje ako virusovy receptor
(Cocquerel et al. 2006). V Disseho priestore v pec¢enovych sinusoidoch prichadzaji virionové
Castice LVP do priameho kontaktu s bazolateralnym povrchom hepatocytov (Dubuisson a Cosset
2014, Gerresheim et al. 2019, Fofana et al. 2014, Douam et al. 2015), ¢o im umoznuje interagovat’
s vazbovymi faktormi pripojenia a receptormi na povrchu tychto buniek (Douam et al. 2015,

Dubuisson a Cosset 2014, Gerresheim et al. 2019).

Na bazolaterdlnom povrchu hepatocytov sa virus najskor viaZze na niekol'ko receptorov
s nizkou afinitou, o mu umoziuje koncentrovat’ sa na povrchu hostitel'skej bunky a nasledne
dochadza k jeho interakcii s inymi zakladnymi vstupnymi faktormi (Qian et al. 2016). HCV je
schopny interagovat’ s niekol’kymi vstupnymi faktormi (Harris et al. 2008, Alberione et al. 2020,
Rybecka et al. 2019, Grove a Marsh 2011). Herrscher et al. 2020 udavaju, Ze virus hepatitidy C
interaguje najmenej so 14 faktormi hostitel'skej bunky, aby sa zabezpecila G¢inna bunkova

infekcia.
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Obr. 10 Zivotny cyklus HCV (Prevzaté od: D'souza et al. 2020)

3.8.3.1 Faktory pripojenia a vstupu virusu
Interakcia HCV s hepatocytmi, ktord vedie ku vstupu virusu, zavisi do zna¢nej miery od
interakcie hostitel'skych lipoproteinovych zloziek a virusovych obalovych glykoproteinov s

hostitel'skymi faktormi exprimovanymi na povrchu hepatocytov (Colpitts et al. 2020).

V poslednych dvoch desatro¢iach sa pomocou réznych pristupov identifikovalo mnozstvo
hostitel'skych faktorov, podielajucich sa na procesoch vedacich od pripojenia virusu
k hepatocytu, cez receptorom sprostredkovanu endocytézu az po endozomalnu fuziu. Klaster
diferencidcie 81 (CD81), scavengerovy receptor triedy B typu I (SR-BI), klaudin-1 (CLDNT1) a
okluzin (OCLN) su Styri hlavné hostitel'ské faktory, sprostredkujuce vstup HCV. Expresia
jedného alebo viacerych z tychto hostitel'skych faktorov moze skutocne viest k nachylnosti
buniek na infekciu HCV. Okrem tychto Styroch zakladnych vstupnych faktorov zohravaju tlohu
aj d’alsie hostitel'ské faktory pri pripajani k HCV (pripdjacie / vdzobné faktory) a internalizacii /
fuzii (kofaktory) (Colpitts et al. 2020).

Pociato¢né pripojenie LVP na bazolateralnu membranu hepatocytov pravdepodobne zahina
lipoproteinové zlozky spojené s virusom (najmé apoE) a glykoproteiny virusového obalu, ktoré
interaguju s HSPG (ide najmé o syndekan 1 a 4) a LDL receptorom (LDLR) na povrchu bunky
(Colpitts et al. 2020, Qian et al. 2016). Po tomto pripojeni virus interaguje s koreceptormi SRBI,
CDS81, CLDN1 a OCLN (Dai et al. 2020, Douam et al. 2015). Na zaistenie permisivity pre vstup
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HCV je totiz nevyhnutna koexpresia tychto Styroch proteinov (Grove a Marsh 2011). Je
zaujimavé, ze okrem svojej ulohy vo védzbe na virusy sa ukdzalo, ze tieto hostitel'ské faktory
prispievaju aj k neskorSim krokom zivotného cyklu virusu po vézbe, ako st kroky internalizacie

alebo replikacie (Colpitts et al. 2020).

Okrem toho moéze byt vstup HCV modulovany receptorovymi tyrozinkindzami (receptor
epidermalneho rastového faktora-EGFR a efrinovy receptor typu A2-EphA2), pravdepodobne
mechanizmami, ktoré ovplyviiuju interakciu CD81 s CLDN1 (Grove a Marsh 2011, Scheel a Rice
2013). Niemann-Pick Cl-like 1 (NPCIL1), absorpny receptor cholesterolu, bol tiez
identifikovany ako vstupny faktor HCV, ktory pravdepodobne prispieva ku vstupu HCV,
prostrednictvom svojich roli ako cholesterolovy receptor (Colpitts et al. 2020). Scheel a Rice
(2013) udavaju, Ze je dost’ pravdepodobné, Ze cholesterol spojeny s viridbnom je zapojeny
v neskorom S§tadiu vstupu HCV pri fuzii, alebo pred fiou prave prostrednictvom interakcie
s NPCI1L1 (Scheel a Rice 2013). NavySe sa ukazalo, ze tento bunkovy NPCI1L1 receptor ako
vstupny faktor HCV je dobrym cielom pre terapeuticku intervenciu. Specificky je expresia
NPCI1LI1 potrebna pre infekciu HCV, pretoze tlmenie alebo blokovanie NPC1L1 sprostredkované
protilatkami zhorsuje zacCatie infekcie HCV v HCVcc bunkovej kulture (Samreen et al. 2012).
Abl tyrozinkindza bola neddvno identifikovana ako hostitel'sky faktor pre vstup HCV, pdsobiaci
pocas endocytozy sprostredkovanej klatrinom (Colpitts et al. 2020). Podobne aj transferinovy
receptor 1 (TfR1) hra ulohu pri absorpcii ¢astic HCV, aj ked’ mechanizmy a vyznam su stale

nedostato¢ne pochopené (Colpitts et al. 2020).

HCYV sa spajaju s hostitel'skymi lipoproteinmi, ktoré sa viazu na SR-B1 a/alebo na LDLR,
pricom SR-B1 moéze ulahcit’ obojsmerny transport cholesterolu z lipoproteinov, o zvySuje
moznost, ze lipoproteiny mézu lokalne modifikovat’ lipidové prostredie membrany hostitel’'ske;
bunky (Grove a Marsh 2011). Asociacia CD81 s proteinom CLDNI1 tesnym spojenim vedie
k internalizacii HCV (Colpitts et al. 2020). CD81 a CLDNI1 prirodzene tvoria komplex pod
regulaciou EGFR a GTPazy H-Ras; HCV interaguje s komplexom CD81 / CLDN1, po ktorom
nasleduju interakcie s OCLN, ¢o nakoniec vedie k jeho internalizacii prostrednictvom endocytdzy

sprostredkovanej klatrinom (Banse et al. 2018).

Nové in vitro systémy, ktoré napodobnujt polarizovani povahu pecenovych buniek pomahaja
skamat’ migraciu komplexov HCV-receptor do tesnych spojov, kde sa tieto vstupné faktory bezne
nachadzaju. CLDN6 a CLDN9 moézu nahradit CLDNI pri vstupe do HCV, ale v peceni su
exprimované iba v nizkych hladinach (Scheel a Rice 2013).

CLDNI1 je ¢lenom rodiny integralnych membranovych proteinov, ktory sa podiela na tvorbe
tesného spojenia (TJ). Stadie ale nepreukazali priamu interakciu medzi HCV glykoproteinmi a

CLDNI1, ¢o moze odrazat’ poziadavku, aby virus viazal svoje receptory v definovanej sekvencii
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alebo nizku citlivost’ sti¢asnych bunkovych metéd (Harris et al. 2008). CLDNI1 sa sklada zo
Styroch transmembranovych domén s dvoma extracelularnymi sluckami (EL1 a EL2) (Colpitts et
al. 2020). Stadie mutagenézy a blokovania protilatok s ozna¢enymi verziami CLDN1 naznaduju,
ze prva extraceluldrna slucka je nevyhnutnd v neskorom s$tadiu procesu vstupu do HCV (Harris
et al. 2008). Colpitts et al. (2020) taktiez tvrdia, ze zvySky v malom vysoko konzervovanom EL1
CLDNI su klIi¢ové pre vstup virusu a genetické dokazy naznacuju priamu interakciu medzi HCV
El glykoproteinom a CLDNI. Dalej tiez uvadzaju, ze komplexy E1-E2 mbzu interagovat s
CLDNI1 EL1, zatial’ ¢o rozpustny E2 nie (Colpitts et al. 2020).

Presna tloha / ulohy, ktoru zohravaji HCV receptory alebo koreceptory v procese vstupu
virusu je nejasnd. CLDN su kritickymi zlozkami TJ, ktoré reguluju paraceluldrnu permeabilitu
endotelovych a epitelidlnych buniek a stanovuju bunkovu polaritu. CLDN polymerizacia je
rozhodujuca pre ustanovenie membranovych vlakien, ktoré tvoria TJ; avSak molekularna

Struktira a organizacia TJ st nejasné (Harris et al. 2008).

Pre vstup HCV je rozhodujtca navyse aj lokalizacia CLDN1 na povrchu bunky, aby sa ul'ah¢il
kontakt s CD81, pricom v procese vstupu do HCV je dolezitych niekolko faktorov, ktoré
ovplyvnuji lokalizaciu CLDNI1. Lokalizdicia CLDN1 na bunkovom povrchu (regulovana
vezikularnymi transportnymi proteinmi, ako je Sec24C) je spojena so zvySenym vstupom HCV

(Colpitts et al. 2020).

CLDN proteiny sa asociuju v plazmatickej membrane jednej bunky a medzi bunkami
prostrednictvom interakcii medzi ich extracelularnymi slu¢kami. CLDNI sa detegoval aj v
bazolateralnej doméne hepatocytov. CLDNI1 kolokalizovany s CD81 v apikdlnych a
bazolateralnych doménach a s SR-BI v bazolaterdlnych miestach, podporuje model, kde sa
receptorové komplexy exprimuju v mieste vstupu HCV do parenchymu prostrednictvom

sinusoidnej krvi (Harris et al. 2008).

Je zaujimavé, ze iné klaudiny sa javia ako schopné sprostredkovat’ vstup HCV sposobom
zavislym od genotypu. CLDN6 a CLDN9 st funkéné ako vstupné faktory HCV pre niektoré
genotypy a CLDN12 sa nedavno podielal taktiez na vstupe HCV (Colpitts et al. 2020).

Druhové rozdiely v CD81 a OCLN napriklad obmedzuji tropizmus hostitel'a (Scheel a Rice
2013). CD81 je in vivo pritomny vo vicSine tkaniv, SR-BI v steroidogénnom tkanive,
makrofagoch a peceni. CLDNI1 je pritomny v mnohych tkanivach, ale vo vysokych hladinach je
v peceni. PretoZe tieto molekuly nie st jedine¢ne exprimované v peceni, tak ich organizacia alebo
stechiometria v hepatocytoch mozu vysvetlovat' aktivitu virusovych receptorov. Je nutné
poznamenat, ze na to, aby sme pochopili ako tieto molekuly koordinuju vstup HCV je dolezité

Studovat’ ich asociaciu v primarnom pecenovom tkanive a v modelovych bunkach hepatéomu,
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v ktorych je mozné modulovat’ expresiu a hodnotit’ vplyv (a¢inky) na vstup virusu (Harris et al.

2008).

CDS81 sa podiel'a na izasnom mnozstve bunkovych procesov, ako je adhézia, morfologia,
aktivacia, proliferacia a diferenciacia imunitnych buniek. Okrem toho sa CD81 podiel'a aj
na infekcii mnohymi patogénmi, medzi ktorymi je aj HCV, striktne zavisly od CD81 na iniciaciu
vstupu do svojich cielovych buniek. CD81 bol identifikovany ako prvy a je najlepSie
charakterizovanym vstupnym faktorom pre HCV (Fénéant et al. 2014). CD81 je zloZeny z jednej
velkej extracelularnej slucky, jednej malej extracelularnej slucky, Styroch transmembranovych
domén, jednej intracelularnej sluc¢ky a z dvoch intracelularnych koncov. Velka extracelularna
slucka interaguje s E2 glykoproteinom HCV. Regiony mimo velkej extracelularnej slucky maja
rozhodujucu ulohu v krokoch po vizbe a urcuju citlivost’ hepatocytov na HCV (Alberione et al.

2020).

Experimenty preukazuji, Ze expresia CD81 v CD81-negativnej HepG2 pecenovej bunkovej
linii prepozi¢iava virusovl infekénost’ a podporuje dolezita ulohu CD81 v procese vstupu virusu.
CDS81 pravdepodobne neposkytuje schopnost’ virusu sa viazat’, ale pésobi ako koreceptor pocas

procesu internalizacie (Harris et al. 2008, Fénéant et al. 2014).

Hoci sa vo velkej miere preukézalo, ze CD81 zohréva klI'ai¢ovu tlohu v procese vstupu HCV,
preukazalo sa tiez, Ze tento tetraspanin sa pravdepodobne podiela aj na replikacii HCV a
imunitnej odpovedi na infekciu HCV (Fénéant et al. 2014). Z dovodu, ze CD81 moze zohravat
dolezita tlohu aj pri HCV RNA replikacii, Sireni a reakcii hostitel'a z neho robi potencialny
terapeuticky ciel. O tom sved¢i aj pouzitie protilatok proti CD81 in vivo. Nakol'ko je CDS81
zapojeny do velkého poctu bunkovych odpovedi, tak pouzitie takejto terapeutickej stratégie u
I'udi by mohlo viest’ k vedlajsim u¢inkom. Ked’ze sa CD81 spaja s CLDNI a tvori komplexy
nevyhnutné pre vstup virusu, tak by bolo sl'ubnou terapeutickou stratégiou, vyvinut nastroje,
ktoré sa $pecificky zameriavaju na tieto komplexy, alebo sa zameriavaju na molekuly zapojené

do ich regulacie (Fénéant et al. 2014).

NavySe je zaujimavé, ze HCV infikuje nie len hepatocyty, ale aj B bunky, T bunky
a monocyty, prostrednictvom CD81 a niekolkych receptorovych kandidatov, o naznacuje, ze
tieto typy buniek su potencidlnymi cielmi infekcie HCV. Replikacia virusu hepatitidy C
v mononuklearnych bunkach periférnej krvi (najma v B- bunkach), tak moze zhorsit’ imunitné
funkcie a vytvorit’ pretrvavajicu infekciu v organizme (Samreen et al. 2012). Tiez sa uvadza, ze
CDS5 zohrava dolezita ulohu pri vstupe HCV do l'udskych T buniek. T-bunkova citlivost na HCV
potrebuje CDS5, teda glykoprotein Specificky pre lymfocyty. Inhibicia T-bunkového CDS5 s
protilatkami alebo tlmenie pomocou Specifickej siRNA znizila nachylnost’ buniek na HCV, zatial’

¢o zvysenie expresie CD5 mitogénovou stimulaciou malo opacny ti€inok (Samreen et al. 2012).
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SR-BI, tiez nazyvany CLA-1 je ¢lenom skupiny scavengerovych receptorov a je hlavnym
receptorom pre lipoproteiny s vysokou hustotou. Tento lipoproteinovy receptor, sprostredkuje
selektivne vychytdvanie cholesterylesteru z lipoproteinov obsahujucich apoA a najmé
lipoproteinov s vysokou hustotou (HDL), prostrednictvom dvojkrokového mechanizmu. Tento
mechanizmus zahffia vdzbu lipoproteinov na jeho extraceluldrnu doménu, po ktorej nasleduje
absorpcia lipidov. SR-BI bol identifikovany ako koreceptor pre vstup buniek HCV vo vézbovych
skuskach s rozpustnou formou glykoproteinu E2 (Bartosch et al. 2010, Harris et al. 2008).

Prenos lipidov SR-BI méze ulahcit’ expoziciu vizbovych miest na HCV E2, ¢o umoziuje
prenos virusovej Castice na CD81, ktora ma kI'a¢ovl ulohu v nasledujucich vstupnych krokoch.
Samotna SR-BI ma tiez tlohu v postvizbovych vstupnych krokoch. Ukazalo sa, ze urovne
expresie SR-BI definuju mieru internalizacie virusu, ¢o zaroven dokazuje kIai¢ovu tilohu SR-BI

pri internalizacii HCV (Colpitts et al. 2020).

Bolo preukazané, ze protilatky Specifické pre SR-BI inhibuju infekciu HCV a nadmerna tvorba
SR-BI podporuje virusovi infekciu. Pokusy overit’ podstatni ulohu SR-BI pri vstupe do HCV sa
ukazali ako naroCné. VsSetky doteraz Studované typy buniek exprimuju SR-BI a RNA

interferencia ma rozne G¢inky na infekénost HCVpp (Harris et al. 2008).

OCLN je dalsi uzko spojovaci protein, ktory ul'ahcuje prijem HCV v kroku po vézbe, hoci
mechanizmy zostavaji nie uplne jasné. Rovnako ako CLDNI, tak aj OCLN ma Styri
transmembranové domény s dvoma velkymi extracelularnymi slu¢kami (EL1 a EL2). Ukézalo
sa, ze OCLN EL2 je nevyhnutny pri sprostredkovani vstupu HCV, pripadne prostrednictvom jeho
interakcii s GTPazou dynamin II podporujicim endocytozu. Zatial' sa nezda, ze by OCLN
interagoval priamo s Casticami HCV, avsak kona v podobnom kroku ako CLDN1, aby umoznil
vstup HCV. Viacer¢ linie dokazov naznacujt, ze OCLN je rozhodujuci pre neskory vstupny krok

po viézbe (Colpitts et al. 2020).

Glykozaminoglykany (GAG) ako uZz bolo spomenuté, tak su pritomné na povrchu buniek a
javia sa ako pociato¢né utocisko pre pripojenie HCV. Niekol’ko autorov pouzilo rézne modelové
systémy ako sE2, HCVpp, HCVcc a virusy izolované z plazmy, kde preukazali, ze heparin a
heprinaza (enzym schopny degradovat’ heparinsulfaty na povrchu bunky) inhibuju pripojenie
HCYV k cielovym bunkam. Iné GAG ale nevykazovali ziadnu inhibi¢nu aktivitu. Je zname, Ze
intracelularne formy sE2 maju silnu afinitu k heparinu a predpoklada sa, ze HVR1 je nevyhnutnou
oblastou pre tuto konkrétnu interakciu. GAG ale aj LDL receptor m6zu ul'ah¢it’ pociatocné
pripojenie k hostitel'skej bunke. Tato interakcia moze byt sprostredkovand lipoproteinmi
spojenymi s HCV virionmi. Nemozno vSak vylicit’ priamy kontakt medzi proteinmi obalu HCV

a tymito bunkovymi proteinmi (Samreen et al. 2012).
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Navrhuji sa tiez alternativne vstupné cesty. Napriklad sa uvadza, Ze receptor VLDL
(VLDLR), ktory sprostredkuva absorpciu lipoproteinov do hepatocytov, méze umoznit vstup
HCV do hepatocytov in vivo , spdsobom nezavislym od CD81. Pretoze bunkové linie hepatomu
pouzité na §tadium vstupu HCV neexprimuju VLDLR za klasickych kultivaénych podmienok,

tak tloha tohto hostiteI'ského faktora eSte nebola in vitro Siroko Studovana (Colpitts et al. 2020).

3.8.4 Endocytoza HCV

Interakcie so vstupnymi faktormi podporuju internalizaciu HCV prostrednictvom klatrinom
sprostredkovanej a na dynamine zavislej endocytozy (Rybecka et al. 2019, Alberione et al. 2020,
Colpitts et al. 2020). Ulohu v§ak mozu zohravat’ aj alternativne endocytotické drahy (Colpitts et
al. 2020). Herrscher et al. (2020) udavaju, ze klatrinom sprostredkovand endocytoéza zavisi
od velkej skupiny bunkovych proteinov, vratane adaptorového proteinu AP-2, doplnkovych
proteinov ako je EPS15 a klatrinu. Podla Dai et al. (2020) faktory ako EGFR, efrinovy receptor
A2 (EphA2), transferinovy receptor 1 (TfR1) a transportér cholesterolu Niemann-Pick C1-like 1
(NPCI1L1), kolaborativne dokoncuju endocytézu. HCV vyzaduje pre produktivnu infekciu okrem
endocytozy sprostredkovanej klatrinom aj nizke endozomalne pH (Grove a Marsh 2011).
V poslednom kroku sa totiz proces fizie spusta spdsobom nezavislym od receptora, ale zavisi
od pH a od lipidového zloZenia membrany ciel'ovej bunky (Dai et al. 2020). Dodanie virusu
do skorych endozémov pozitivnych na Rab5, by mala toto kyslé prostredie potrebné na vyvolanie

fazie poskytnut’ (Catanese a Dorner 2015).

Endocytotické vezikuly dozrievaju na kyslé endozémy, ¢o podporuje fuziu HCV s nizkym pH.
Nizke endozomalne pH je rozhodujice pre zabezpecCenie konformacného preskupenia
glykoproteinov a vystavenie fuzneho peptidu. Predpokladd sa vsSak, Ze interakcie virusovych
glykoproteinov s CD81 inStruuji virusové castice na fuziu, indukovanim konformacénych

preusporiadani v HCV E1 a E2 (Colpitts et al. 2020).

Glykoproteiny HCV El a E2 tvoria nekovalentny heterodimér, ktory sprostredkuva fuziu. Boli
identifikované tri oblasti na glykoproteinoch E1 a E2, ktoré hraju tilohu v procese membranove;j
fazie, ale mechanizmus fazie HCV zostava nejasny. Aj ked’ sa ocakavalo, Zze HCV bude mat’
fazny protein triedy II ako iné Flaviviridae, tak sa fizny aparat HCV nepodoba ziadnemu inému
znamemu fiznemu proteinu. To naznacuje, Ze fiizia HCV je jedine¢ny proces v porovnani s inymi
fiznymi mechanizmami. Vzhl'adom na rozdiely so znamymi fuznymi proteinmi sa navrhuje, ze
hoci E2 moze sprostredkovat’ vstup HCV prostrednictvom interakeii s bunkovymi faktormi, tak
fuznym proteinom pre HCV je El. El totiz vytvara triméry, o je typické vlastnost’ pre fuzne

proteiny, avSak tvorba triméru E1 bola zavisla od spolo¢nej expresie E2 (Colpitts et al. 2020).
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3.8.5 Replikaény cyklus HCV

Replika¢ny cyklus virusov s pozitivnym retazcom RNA je vyhradne cytoplazmaticky a
syntéza RNA zahfiia replikacny medziprodukt negativneho retazca RNA. Chyba mu vSak
akakol'vek stabilna forma DNA na rozdiel od retrovirusov (integrovana provirusova DNA) alebo
virusu hepatitidy B (cccDNA), ¢o predstavuje hlavnu prekazku pri liecbe tychto patogénov.
Pozitivne retazové RNA virusy zvycajne spdsobuju skor akutne ako perzistentné infekcie,
pretoze sa musia neustale replikovat, aby sa udrzali v infikovanom hostitel'ovi, pricom neustale
vytvaraju antigény, Co je ,l'ahky* ciel’ adaptivnej imunity. HCV je ale vynimkou, nakolko
spdsobuje pretrvavajuce infekcie u 70% infikovanych 0s6b (Lohmann 2019).

Intracelularna replikacna faza zivotného cyklu HCV poskytla mnozstvo antivirusovych
cielov, vratane klucovych virusovych enzymov, potrebnych na produkciu proteinov a
amplifikaciu RNA. Gendm HCV je vysoko struktirovany s esencidlnymi prvkami RNA v 5 'a 3'
UTR, ako aj v kddujucej oblasti. Translacia spojend s endoplazmatickym retikulom je iniciovana

IRES umiestnenym v HCV 5' UTR (Scheel a Rice 2013).

Po fuzii virusového obalu s endozomom sa uvolni virusova kapsida do cytoplazmy, kde sa
gendm virusovej RNA na membranach endoplazmatického retikula okamzite translatuje
za vzniku HCV polyproteinu (Catanese a Dorner 2015, Spengler 2018). Polyprotein je nasledne
proteolyticky spracovany na 10 virusovych Strukturalnych a neStrukturalnych proteinov (vid’
kapitolu 3.8.1), pricom virusové nestrukturalne proteiny (NS3-NS5) st potrebné na replikaciu

virusového genému, generovanim medziproduktu zaporného ret'azca (Spengler 2018).

Pre vlastntl replikaciu virusovej RNA je klI'icovym enzymom produkt oblasti NS5B, ktory ma
aktivitu RNA dependentnej RNA-polymerdzy (RdRp). Vdaka svojej hlavnej tlohe v syntéze
virusovej RNA bola NS5B polymeraza hlavnym ciel'om pre antivirusovu terapiu (Scheel a Rice
2013, Lohmann 2019, Rybecka et al. 2019, Htlek a Urbanek 2018).

Tu je dolezité vyzdvihnut fakt, Ze prave identifikacia neStrukturadlnych proteinov (p7, NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A a NS5B), spolu s lepsim porozumenim ich uloh v zivotnom cykle
virusu bola kI'i¢ovym prielomom pre vyvoj DAA (vid kapitolu 4.4.1). Tieto znalosti umoznili
najst’ latky, ktoré blokuju kritické kroky v replikaénom cykle HCV (Spengler 2018).

K replikacii HCV RNA dochadza v membranach ER (ako uz bolo spomenuté vyssie),
konkrétne v ,,membranove;j sieti (MW) (Catanese a Dorner 2015, Gerresheim et al. 2019, Douam
et al. 2016, Niepmann et al. 2020). MW je komplexna siet’ zmenenych membranovych Struktur
odvodenych od endoplazmatického retikula (ER), pricom je zname, Ze takéto Struktary st dolezité
pre replikaciu RNA. Niekol’ko dokazov naznaCuje, Ze dvojité membranové vezikuly (DMV),
ktoré predstavuji hlavné zlozky MW, mozu predstavovat’ miesta replikacie virusovej RNA
v infikovanych bunkach (Douam et al. 2016). Gerresheim et al. (2019) uvadzajt, Zze prave v MW

sa vytvaraji nové virusové Castice v uzkom spojeni s metabolizmom lipidovych kvapiek (LD)
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a VLDL. Po zhromazdeni viridnov st nové viriony zabudované do lipidov hostitel’a,
transportované do bunkovej membrany a uvolnené do krvi (Spengler 2018).
miR-122

Obaleny virus HCV sa replikuje primarne, ak nie vylu¢ne v hepatocytoch, priCom sa zistilo,
ze jeho replikécia zavisi od pecetiovo Specifickej mikroRNA-122 (miR-122) (Bukh 2016). HCV
infikuje primarne hepatocyty, nie len v dosledku expresie zakladnych vstupnych receptorov, ale
aj vdaka pecenovo Specifickym bunkovym hostitel'skym faktorom, potrebnych na virusovia
replikéaciu, ako je prave miRNA-122 (Fénéant et al. 2015, D'souza et al. 2020). miR-122, ktora je
exprimovana takmer vyluéne v peCeni, predstavuje asi 70% vsetkych miRNA v hepatocytoch,
zatial’ ¢o v inych tkanivach nie je takmer vobec exprimovany (Gerresheim et al. 2019, Niepmann
et al. 2020). D'souza et al. (2020) ale uviedli, Ze boli pozorované aj extrahepatalne prejavy.
Napriklad v mononuklearnych bunkéch periférnej krvi, epitelidlnych bunkach, oblickach a

v periférnom nervovom systéme.

V gendme HCV (v zavislosti od genotypu) existuje pit alebo Sest vidzbovych miest
pre miR-122. Dve lokality sa nachadzaji na samom konci v 5’ UTR, jedna v 3' UTR a dve az tri

v kodujucej oblasti NS5B (Niepmann et al. 2020, Gerresheim et al. 2019).

Vo vSeobecnosti miRNA negativne reguluji preklad cielovej mRNA prostrednictvom
interakcie s 3' UTR sekvenciou $pecifickym sposobom. Tymto spdsobom miR-122 reguluje
expresiu génov zapojenych do udrziavania homeostazy pecene, vratane metabolizmu lipidov,
metabolizmu Zeleza a karcinogenézy (Ono et al. 2020). Na rozdiel od negativneho vplyvu
mikroRNA na bunkové mRNA, HCV vyuziva miR-122 na podporu vlastnej replikacie
(Niepmann et al. 2020, Ono et al. 2020), ¢im sa peceiovy Specificky miR-122 stava d’al§im
determinantom peceniového tropizmu HCV (Niepmann et al. 2020, Ono et al. 2020, Douam et al.
2016). Dve vizboveé miesta (miesta I a I[I) v HCV 5'UTR st vysoko zachované medzi genotypmi
HCV na ktoré sa mozu viazat’ sekvencie miR-122 (Ono et al. 2020). Vizba miR-122 na miesta v
5" UTR sa vyskytuje kooperativne a preukazalo sa, Ze sa podiel'a na troch r6znych efektorovych
funkciach, a to na celkovej replikacii gendmu, translacnej stimulacii, ako aj na stabilizacii

genomu RNA proti nukledzam (Gerresheim et al. 2019, Niepmann et al. 2020).

Toto vo svojom ¢lanku potvrdzuja aj Gerresheim et al. (2019), ktori pisu, ze stabilita genomu
HCV RNA, jeho translacia a replikacia su pozitivne regulované touto miR-122 Specifickou pre

pecen (Gerresheim et al. 2019).

Bolo preukédzané, Ze interakcia miR-122 s 5' UTR HCV prispieva k zlozeniu funkénej
Struktary IRES, ktora je potrebna na ucinnu transléciu a replikaciu virusovej RNA (Ono et al.

2020). Niepmann et al. (2020) vo svojom ¢lanku piSe, ze miR-122 stimuluje translaciu zavisla
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od HCV IRES, najpravdepodobnejsie stabilizaciou urcitej Struktary IRES, ktora je nevyhnutna

na iniciaciu (Niepmann et al. 2020).

Dolezité teda je, ze aktivacia prekladu cez IRES je podporena komplexom tlmenia (miRISC)
obsahujucim miRNA. Komplex miR- 122-miRISC zabranuje degradacii HCV- RNA bunkovymi
5' - 3" exonukledzami Xrnl a Xrn2 a stabilizuje interakciu HCV- RNA. Pri infekcii HCV ma
interakcia medzi miR-122-miRISC a HCV-RNA dalsie dosledky v sekvastracii miR-122
z hostitel'skych cielov mRNA, ¢o je jav znamy ako "hubovity ucinok", ktory mdze byt
zodpovedny za dlhodoby onkogénny potencial infekcie HCV. Nedavno bolo uvedené, Ze
miR-122 ma funkciu, ktora vyvolava skladanie HCV IRES tak, Ze v iom sa méze I'ahko spojit’ s
ribozomom 80S pre efektivny preklad (Ono et al. 2020). Okrem toho boli hlasené previsnuté
regiony v miR-122, ktoré interagujii s HCV- RNA a st dblezité pre hojnost HCV-RNA (Ono et
al. 2020). Skuto¢né funkcie tychto zachovanych viazbovych miest miR-122 v replika¢nu cykle

HCV su stale do zna¢nej miery nezndme (Gerresheim et al. 2019, Niepmann et al. 2020).

Peroxiddcia lipidov ako represor replikacie virusu hepatitidy C

Na rozdiel od inych virusov je HCV citlivy na oxida¢né poskodenie membrany, ktoré sa
zvyc€ajne vyskytuje v stresovych tkanivach. Peroxidacia lipidov ovplyviuje konformaciu proteazy
NS3-4A a NS5B, obmedzuje replikaciu HCV v bunkovej kultire a tym ulahcuje dlhodobu

perzistenciu virusu v infikovanych tkanivach (Douam et al. 2016).

3.8.7 Zabalenie a vylucenie

Zostavenie Castic HCV je zlozity molekularny proces, zahffiajuci ziskavanie Strukturdlnych
proteinov a virusovej RNA v mieste zhromaZzd'ovania, tvorbu nukleokapsidu, obalenie a
dozrievanie virusovej Castice. PretoZe tento proces zahfiia zna¢né mnozstvo virusovych faktorov,
hostitel'skych proteinov a lipidovych zloziek, tak molekularne mechanizmy a faktory regulujuce
tento proces stale nie su Uplne charakterizované, ¢o obmedzuje koncepciu DAA zameranych na
neskoré kroky zivotného cyklu HCV (Douam et al. 2016).

Vysledné potomstvo HCV RNA je zabalené do virusovych kapsidov, nasledne virusovymi
glykoproteinmi a vylu€ované z buniek sekrecnou cestou. Aj ked presny mechanizmus tvorby
LVP nie je uplne objasneny tak, v uréitom okamihu v procese dozrievania ziskavaji viriony HCV
endogénne lipidy a silna vrstvu apolipoproteinov pochadzajtcich od hostitel’a, ktoré pokryvajt
virusovy obal a ktoré pravdepodobne napomahajii uvolfiovaniu aj vstupu virusu (Catanese a

Dorner 2015).

3.8.8 Prenos z bunky na bunku
Okrem prenosu cirkulujiicimi ¢asticami, ktory sa oznacuje ako bezbunkova infekcia (cell-free
infection), sa mozu castice HCV prenasat’ priamo do susednych buniek prostrednictvom

takzvaného prenosu z bunky na bunku (cell-to-cell transmission ) (Fénéant et al. 2015). Inymi
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slovami, okrem infikovania hepatocytov z krvného obehu, teda vstupnej cesty ktora sa nazyva
,bezbunkova®, sa mozu Castice HCV prendsat’ priamo medzi susednymi bunkami, tzv. Sirenie
,»Z bunky do bunky*. Bo¢ny pohyb HCV bez difuzie cez extraceluldrne prostredie by mohol
ul’ahCit’ virusova diseminéciu najmi preto, ze dva z jeho koreceptorov, CLDNI a OCLN, su

dodavané do medzibunkového rozhrania (Catanese a Dorner 2015).

Rozsah v akom bezbunkovy prenos a prenos z bunky na bunku prispieva k perzistencii HCV
zatial’ znamy nie je, avSak cesta prenosu z bunky na bunku poskytuje potencialne vyhody, pokial
ide o ucinnost’ infekcie a vyhybanie sa imunitnému systému. NavySe moze byt pre udrzanie
infekcie v priebehu rokov dolezitejSia (Catanese a Dorner 2015). To, ze prenos buniek z
infikovaného hepatocytu na pril'ahlé hepatocyty je rozhodujici pre pretrvavanie virusu v peceni

tvrdi aj Colpitts et al. (2020).

Tato cesta prenosu bola prvykrat navrhnuta, ked’ boli infikované bunkové loziska pozorované
v infikovanych T'udskych peceniach pomocou zobrazovacej analyzy RNA a nedavno bola
potvrdena pomocou podobného pristupu (Fénéant et al. 2015). Napriek pocetnym podobnostiam
medzi vstupom bez buniek a prenosom HCV z bunky na bunku, boli hlasené rozdiely
v molekularnych mechanizmoch, ktoré si zakladom tychto odlisnych ciest vstupu virusu. Hoci
virusové a hostitel'ské faktory zapojené do oboch vstupnych ciest HCV su celkovo rovnaké, tak
medzi oboma vstupnymi cestami mdzu existovat’ jemné rozdiely v interakciach medzi virusom a
hostitel'om. To, ¢i tieto pozorovania in vitro maju désledky na Sirenie HCV in vivo, ale eSte zndme

nie je (Colpitts et al. 2020).

Niekol’ko studii vyuzivajucich rozne pristupy preukézalo, ze CD81, SR-BI, CLDN1, OCLN,
EGFR, EphA2, NPC1L1 a LDLR pravdepodobne prispievaju k prenosu HCV medzi bunkami.
Co sa tyka vstupu bez buniek, tak bol hlaseny prenos HCV z bunky na bunku nezavisly na
SR-BI. Stidie vyuzivajice darcovské bunky so zdeaktivovanym apoE preukézali, Ze v tomto
procese hra délezitl tlohu aj apoE, zatial’ ¢o sa zda, ze apoE exprimovany prijimajicimi bunkami
nie je relevantny pre prenos HCV z bunky na bunku. Z dévodu, Ze je apoE nevyhnutny pre
neskory krok morfogenézy virusovych castic a ich infek¢nosti, naznacuje, Ze sa zrelé obalené
virusové Castice prenasaju medzi susednymi hepatocytmi. Je to v stlade s udajmi z nedavnej
Studie vizualizacie zivych buniek pomocou mutantnych virusov, ktord ukazuje, ze Strukturalne
gény HCV a gén p7 st nevyhnutné pre funkény prenos HCV z bunky na bunku (Colpitts et al.
2020).
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4. TERAPIA

Vo vSeobecnosti mozno lieky na terapiu hepatitidy B a C klasifikovat’ na antivirotikd zamerané
na hostitel'a (HTA), alebo na priamo podsobiace antivirotikd (DAA). HTA sa zameriavaji
na produkty hostitel'skych génov, zatial' co DAA sa zameriavaju na produkty virusovych génov
(Block et al. 2015). Liecba HBV donedavna zahfiiala imunomodulacné latky, ako je Standardny
inteferéon alfa, pegylovany interferén alfa alebo liecbu nukleozidovymi / nukleotidovymi
analégmi s priamymi antivirusovymi u¢inkami (Lin a Kao 2013). Liec¢ba HCV bola zaloZena na

kombinacii pegylovaného interferonu a ribavirinu (Gonzalez-Grande et al. 2016).

4.1 Interferony

Interferony su prirodzené bunkové proteiny, ktoré mdézu mat’ u ludi rézne ucinky ako
napriklad priamy antivirusovy ucinok, inhibiciu bunkového rastu, kontrolu apoptdzy a tiez
podporu imunitnych reakcii (Rong a Perelson 2010). T4to Siroka skupina cytokinov vyvolanych
vyzvou na obranu hostitel’a je nevyhnutna pre mobilizaciu imunitnych odpovedi na patogény. Su
rozdelené do troch tried, typ I az III, pricom vSetky IFN maja spolocnu schopnost’, a to vyvolat’

antivirusové aktivity iniciované interakciou s ich pribuznymi receptormi (Negishi et al. 2018).

IFN typu I st v zasade exprimované¢ vrodenymi imunitnymi bunkami. IFN typu II je
predstavovany produktom jediného génu, IFN-y, bol rozpoznany pre svoju antivirusova aktivitu
indukovanu aktivovanymi imunitnymi bunkami, typicky NK a T bunkami. IFN typu III (tiez
nazyvané IFN-A) si obmedzené v tkanivovej distriblcii (nie si vysoko exprimované

v krvotvornych bunkach) a posobia prevazne na povrchoch epitelu (Negishi et al. 2018).

Ak sa IFN-a podava subkutanne, tak sa $pecificky viaze na vysokoafinitné receptory pritomné
na vac¢Sine bunkovych povrchov, vratane povrchov hepatocytov, ¢o ma dva samostatné, ale

komplementarne ucinky:

1. Vytvéra nespecificky antivirusovy stav v infikovanych bunkéch, ktory inhibuje virusova
replikaciu. MéZze sa to vyskytnat aj v neinfikovanych bunkach, ¢im sa zniZuje
pravdepodobnost’ infekcie. IFN-a tiez zvySuje antivirusové imunitné reakcie hostitela, ¢o

mdze urychlit’ smrt’ buniek uz infikovanych virusom.

2. Ked sa viaze na receptory imunitnych buniek, vyvolava mnozstvo d’alsich G¢inkov: aktivuje
efektorové bunky, ako st makrofagy, NK bunky a cytotoxické T lymfocyty, indukuje
expresiu antigénu hlavného histokompatibilného komplexu triedy I a interaguje zloZzito

s cytokinovou kaskadov (Palumbo 2011).

IFN-a je produkovany plazmacytoidnymi dendritickymi bunkami a jeho pouzitie na lieCbu
hepatitidy B sa datuje do roku 1976. IFN-a inhibuje replikdaciu HBV zniZenim transkripcie RNA,
ku ktorej dochadza z cccDNA (Woo at al. 2017).
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V sucasnosti sa IFN-o, zriedka pouziva pri liecbe HCV bez toho, aby sa najskor pegyloval.
Pegylaciou sa zlepsila u¢innost’ lieCiva, zvySenim jeho systémovej retencie a moznym zvysSenim
jeho vézobnej afinity k bunkovym receptorom, ¢o moze urychlit’ absorpciu a zmenit' vzorce

distribticie (Palumbo 2011).

Pegylovany inteferon a

Vznik pegylovaného interferonu-o (PEG-IFN-a) v roku 2005 mal za nasledok nahradenie
Standardného interferonu (Woo at al. 2017). Vyznamnym pokrokom v lie¢be IFN bolo prave
zavedenie pegylovanych IFN, ktoré spomaluju eliminaciu liec¢iva, ¢o umoziuje udrziavat
stabilnu sérovil koncentraciu pri podévani raz tyzdenne (Rong a Perelson 2010). Prostrednictvom
pegylacie IFN, teda pridanim polyetylénglykolu (PEG), sa predizil biologicky pol¢as. Komeréne
st dostupné dva PEG-IFN: PEG-IFN-a2a a PEG-IFN-02b, pricom maji odlisné
farmakokinetické vlastnosti. PEG-IFN- a2a ma polcas rozpadu asi 77 hodin a PEG-IFN- a2b 40
hodin (Rong a Perelson 2010, Buskirk 2013). Prave vd’aka pegylécii IFN doslo v liecbe hepatitidy
C k vel'kému pokroku (Buskirk 2013). PEG-IFN-a je zaroven prvou vol'bou pri liecbe chronickej
hepatitidy B. Imunitnd odpoved’ z CD8 T buniek a NK buniek pri hepatitide B je nefunk¢na.
Uvadza sa, ze PEG-IFN-a kumulativne riadi proliferaciu, aktivaciu a antivirusovy potencial NK
buniek. Obnova reakcii NK buniek je spojend s vacsim poklesom HBsAg, ked’ sa pacientom
podava PEG-IFN-a (Woo at al. 2017). U pacientov s virusovou hepatitidou C poskytla lieCba
PEG-IFN lep$iu mieru SVR v porovnani so Standarnymi IFN (Rong a Perelson 2010).

4.2 Ribavirin

Ribavirin (RBV) sa skiima uz viac ako 20 rokov ako potencidlna liecba mnohych virusov
(Buskirk 2013). Zistilo sa totiz, Ze RBV ma Sirokospektralnu antivirusovi aktivitu proti DNA aj
RNA virusom v modeloch in vitro a in vivo (Koh a Liang 2014, Buskirk 2013). Prave kvdli tejto

sirokej antivirusovej aktivite zacali vedci uz niekedy okolo roku 1992 testovat’' RBV na liecbu

HCV (Buskirk 2013).
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Obr. 11 Struktiira ribavirinu (Prevzaté od: Buskirk 2013)

RBV (1-beta-D-ribofuranozyl-1,2,4-triazol-3-karboxamid), povodne syntetizovany v roku
1972 je peroralny synteticky guanozin-nukleozidovy analdg (t.j. purinovy nukleozidovy analog

so Struktarou podobnou guanozinu) (Buskirk 2013, Ahmed et al. 2020, Koh a Liang 2014).
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Pociato¢né pozorovanie viedlo k pilotnym $tidiam anti-HCV, hodnotiacim monoterapiu RBV
na zaciatku 90. rokov, ktoré preukdzali maly antivirusovy ucinok, ale zlepSenie markerov
poskodenia pecene (Koh a Liang 2014). Buskirk (2013) uvadza, Zze ak sa RBV pouziva ako
monoterapia, tak vedie bud’ k prechodnému pociatocnému poklesu, pripadne k ziadnemu znizeniu
hladiny HCV RNA. Wang et al. (2015) uvadzajua, ze RBV je vo forme monoterapie pre chronickli

infekciu HCV neucinny.

Pridanie RBV k IFN-a vSak dramaticky zlepsilo dlhodoby vysledok liecby (Buskirk 2013).
RBYV sa totiz nasledne testoval v kombinacii s IFN-a, ¢o viedlo k podstatnému zlepSeniu miery
SVR (zo 6-16% na 34-42% pri 6 alebo 12 mesiacoch liecby). Toto vyznamné zlepSenie v miere
SVR bolo primarne spésobené skutocnostou, ze RBV dokézal zabranit’ virologickému relapsu
po ukonceni liecby u mnohych pacientov. Tento rezim bol klinicky ucinnejsi ako ktorykol'vek z
liekov samotnych a stal sa tak Standardom liecby chronickej infekcie HCV na viac ako 10 rokov
(Koh a Liang 2014, Ahmed et al. 2020, Buskirk 2013). RBV bol schvaleny v roku 1998
v kombindcii s IFN v davke zalozenej na 1000 - 1200 mg / denh v dvoch rozdelenych davkach
na liecbu HCV gtl po dobu 48 tyzdnov a vo fixnej davke 800 mg / deni v dvoch davkach pre
gt 2/ 3 pocas 24 tyzdiiov (Buskirk 2013).

RBYV moze zvysit mieru trvalej virologickej odpovede (SVR) aj ked’ sa pouziva v kombindacii
s DAA. Navyse, u¢innejsie kombinované terapie DAA moézu znizit’ potrebu RBV, a tak vylucit’
niektoré neziaduce vedl'ajsie ucinky RBV ako je anémia (Wang et al. 2015, Ahmed et al. 2020).
Dolezity je tym padom hlavne fakt, Ze RBV je nad’alej nevyhnutnou sucast'ou liecby (Buskirk

2013).

Navyse je zaujimavé, Ze riziko vzniku HCC z hepatitidy C je po virusovej eliminécii liecbou
RBYV s IFN znizené. Niekol’ko klinickych studii nad’alej pouziva tato schému ako Standardné
opatrenie na prevenciu vyvoja HCC z chronickej hepatitidy C. Nedavna klinick4 Stidia fazy 1/ 11
preukazala porovnatelné ucinky medzi PEG-IFN a RBV a priamou antivirusovou terapiou na

vyvoj HCC po eradikacii HCV (Casaos et al. 2019).

Napriek uspechu RBV v liecbe HCV, nie je eSte Uplne mozné objasnit’ Specificky
mechanizmus (mechanizmy) proti HCV. Tento nedostatok znalosti stazil d’alSie zlepSovanie
¢innosti RBV. Boli navrhnuté rézne mechanizmy, vratane: 1. RNA virusovej mutagenézy
zavedenim RBYV trifosfatu do virusového genému HCV, ktory moze sposobit’ nukleotidové
prechody; 2. priama inhibicia proti HCV RNA zavislym RNA polymerazam, ktord vedie
k inhibicii replikacie genému; 3. inhibicia hostitel'skej inozinmonofosfatdehydrogenazy veduca
k zniZenej syntéze a niz§im hladinam GTP s vyslednym zniZenim virusovej replikacie; 4. zmena
adaptivnej imunitnej odpovede hostitel'a prostrednictvom potlacenia odpovede Th2 a indukcie

odpovede Th1 veduca k zvySenému klirensu infikovanych buniek (Koh a Liang 2014).
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Ak sa na to pozrieme blizSie, tak, ked’ze je RBV nukleozidovy analdg, tak jeho zaclenenie
do virusového gendmu moze viest k letdlnym mutacidm. Pri reakcii s HCV-RNA zavislou RNA
polymerazou (NS5B) moze RBV posobit’ ako ,,napodobenina‘“ replikacie virusu blokujuce;j
guanin a adenin prostrednictvom mechanizmu znameho ako ,katastrofa chyby“. Priamy
mechanizmus spociva v kompetitivnej inhibicii inozinmonofosfatdehydrogenazy (IMPDH)
monofosfatom RBYV, ktory reguluje hladinu bunkového guanozin trifosfatu (GTP). Inhibicia
IMPDH, ktora je kI'icovym krokom v de novo syntéze guaninu je poziadavka virusovej replikacie
(Gish 2006). Biosynteticky enzym IMPDH je zapojeny do premeny inozinmonofosfatu (IMP) na
xantosinmonofosfat (XMP), ¢o je krok obmedzujuci rychlost’ v de novo syntéze guaninovych
nukleotidov. Je to kI'a¢ovy determinant bunkovych hladin guaninu a je nasledne rozhodujuci pre
syntézu DNA a RNA, intracelularnu signalizaciu zavisli od G-proteinu a transport proteinov.
Mozno teda uviest, Ze RBV je kompetitivnym inhibitorom IMPDH, ktory sa viaze priamo na

IMPDH (Casaos et al. 2019).

Buskirk (2013) navySe udava, ze RBV moze tiez fungovat’ ako selektivny agonista receptora
TLR-7, ktory indukuje endogénny interferon. Nakoniec je potrebné poznamenat, Ze rozdiel
v reakcii pacienta na RBV mozno cCiastocne pripisat’ existencii rdéznych izoforiem ENTI1

v hepatocytoch a ich r6znymi schopnostami prenasat’ RBV cez plazmatickt membranu.

Faktom je, Ze RBV nie je metabolizovany enzymami CYP450, a preto neindukuje pecenové
enzymy ani neinhibuje enzymy CYP450. RBV je Siroko distribuovany vo vsetkych tkanivach
a dizka Gasu, pocas ktorého je lietivo zachytené, sa velmi 1isi od tkaniva k tkanivu (Buskirk

2013).

V praxi je RBV lacny a dobre tolerovany (Hézode a Bronowicki 2016). Avsak hlavnym
doévodom zniZenia davky alebo az pripadného preruSenia lieCby je hemolytickd anémia.
Hemolytické anémia vyvolana RBV je vysledkom kaskady udalosti, kedy po vstupe do obehu je
vyznamna ¢ast’ RBV aktivne transportovana do RBC a metabolizovana na rézne fosforylované
derivaty. Fosforylované metabolity RBV st zachytené intracelularne a hromadia sa v priebehu
¢asu. To vedie k vyCerpaniu intracelularneho ATP, zhorSeniu oxida¢ného dychania zavislého
od ATP, zvySenému oxidacnému stresu a oslabeniu integrity membrany. Zrelé ¢ervené krvinky

sa degraduju a nastava ich hemolyza (Buskirk 2013).

Medzi d’alSie neziadiice u€inky okrem uz spomenutej hemolytickej anémie patri aj unava,
svrbenie, vyrazka, sinusitida a dna. Umrtia na ribavirin boli tiez vysledkom infarktu myokardu

u 0s6b s ochorenim srdca (Koh a Liang 2014).
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4.3 Lie¢ba virusovej hepatitidy B

Zatial’ o akatna forma hepatitidy B si ako benigne ochorenie nevyzaduje antivirusovu terapiu,
(nakol’ko do pol roka od vzniku ochorenia u imunokompetentnych dospelych pacientov HbsAg
vymizne a virostatikd sa podavaju iba v protrahovanom, alebo pri fulminantnom priebehu
ochorenia) (Hulek a Urbanek 2018), tak liecba chronickej hepatitidy B (CHB) sice umoziuje
kontrolu nad infekciou, ale eradikacia virusu je zriedkava. Vac¢Sina pacientov si pri sucasnych
lieCebnych rezimoch vyZaduje aj tak uz celozivotnu liecbu (Konig et al. 2019, Do a Reau 2020,
Eller et al. 2018, Block et al. 2015). Lie¢ba CHB ma v prvom rade za ciel’ predizit’ a zlepsit’
kvalitu Zivota, zabranit’ progresii do cirhozy pecene, dekompenzacii cirhozy a rozvoja HCC, ¢im
je teda mozné aj predist’ nutnosti transplantacie pecene (Nicolini et al. 2019, Hillek a Urbanek
2018). Nech sa uz pristupuje k akejkol'vek liecbe, tak je vzdy nutné vziat’ do tivahy vek pacienta,

vyskyt cirhdzy pecene, alebo pritomnost HCC v rodinnej anamnéze (Hillek a Urbanek 2018).

Na meranie ucinnosti liecby HBV sa v sucasnosti pouziva potlaceniec HBV DNA
(tj. virologickej odpovede) a HBeAg alebo HBsAg sérokonverzia pri HBeAg pozitivnej a HBeAg
negativnej chronickej hepatitide (Nicolini et al. 2019). Uplné funkéné vylieCenie (konedny
terapeuticky bod) je definované ako kombinacia trvalej straty HBsAg, eliminacie cccDNA, spolu
s nedetekovatelnou sérovou HBV DNA a obnovenie imunitnej funkcie s cielom dosiahnut’
kontrolu nad virusom (Alexopoulou et al. 2020, Lee et al. 2020). Takéto funkéné vylieCenie,
so stratou HBsAg, alebo sérokonverziou na zaklade testov so spodnou hranicou detekcie HBsAg
0,05 IU / ml je spojené so znizenym rizikom HCC. Avsak v histérii CHB je to vel'mi zriedkavou
udalostou (Lee et al. 2020). V stcasnosti odporicana liecba infekcie CHB totiz dosahuje pocas
liecby iba virusovu supresiu a zriedka dochadza k tibytku povrchového antigénu hepatitidy B
(HBsAg) (Alexopoulou et al. 2020). Tento fakt udavaji vo svojom ¢lanku aj Do a Reau (2020),
ktori uviedli, ze aj napriek tomu, ze pri sucasnych terapiach je Ciastocné funkéné vylieCenie
mozné a relativne aj lahko dosiahnutelné, tak uplné funkéné vyliecenie je dosiahnuté len u

mensiny pacientov a virologické vylieCenie je pravdepodobné este u mensieho poctu pacientov.

Terapeutickymi cielmi sG¢asnej antivirusovej lieCby st okrem virologickej odpovede aj
biochemické, suvisiace so zlepSenim klinickych vysledkov. Biochemicka odpoved’ je definovana
ako normalizécia alaninaminotransferazy v sére. Dolezitym cielom, ktory sa ma dosiahnut’ je
normalizacia alaninaminotransferazy so znizenim virusovej zataze HBV. Tieto lieCby vSak
vSeobecne nesl'ubuju funkéné vylie¢enie CHB, ¢o je idealny ciel’ antivirusovej liecby (Lee et al.

2020).

Sucasna schvalena liecba chronickej HBV na potlacenie virusovej replikacie spada do dvoch
tried: nukleozidové / nukleotidové analogy (NA) (vid’ kapitolu 4.3.1) a (pegylovany) interferon
alfa (Alexopoulou et al. 2020, Eller et al. 2018). Pri liecbe zaloZzenej na IFN je virologicka
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odpoved’ definovana ako hladina HBV DNA v sére nizsia ako 2 000 IU / ml, ktora sa hodnoti 6

mesiacov po zacati lieCby a na konci liecby (Lee et al. 2020).

Stucasné existujiice antivirusové lieky nemozu HBV z tela uplne vykorenit’, pricom hlavny
dovod v suvislosti s molekularnym mechanizmom replikacie HBV je nejasny (Ji et al. 2020).
Block et al. (2015), Hilek a Urbanek (2018), Nicolini et al. (2019) ale aj d’alsi ale uviedli, Ze je
to sposobené¢ najméd pritomnostou cccDNA HBV (vid kapitolu 3.7.5), pritomnej v jadre
infikovanych hepatocytov, ktora je vysoko stabilna Struktira a pdsobi ako minichromozoém pre
vSetky prepisy HBV. Navyse sa zda, ze HBV tiez menej reaguje na interferony ako HCV. Je nutné
vyzdvihnut' fakt, Ze aj napriek siCasnym pokrokom je stale potrebny vyvoj novych spdsobov
lie¢by chronickej HBV, sti¢asne s lepSim porozumenim Zzivotného cyklu replikdcie HBV (Do a
Reau 2020), resp. pochopenim molekularneho mechanizmu, ktory urcuje replikéciu a patogenézu

HBV (He et al. 2016).
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Obr. 12 Kroky Zivotného cyklu HBV a ciel’ové miesta skumanych antivirusovych latok (Prevzaté od:

Alexopoulou et al. 2020)

V liecbe CHB sa za posledné dve desatrocia dosiahol zna¢ny pokrok. V stucasnosti existuje
devat schvalenych liekov na liecbu CHB, vratane dvoch formulacii IFN - konvenénych a
pegylovanych (PEG-IFN) a siedmich NA: lamivudin, telbivudin, adefovir, entekavir (ETV),
tenofovir-dizoproxilfumarat (TDF), tenofovir-alafenamidfumarat (TAF) a besifovir-
dipivoxil (iba v Korei) (Lee et al. 2020). ETV, TDF a TAF sa stali jedinou peroralnou liecbou
odporucanou AASLD a Eurdpskou asociaciou pre stadium pecene (EASL) (Do a Reau 2020).
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4.3.1 Nukleozidové / nukleotidové analogy

Terapie pomocou nukleozidovych / nukleotidovych analégov (NA) sa zameriavajii na
virusova polymerdzu a inhibuju reverznu transkripciu. Blokuji syntézu virusovej genomovej
rcDNA, aby zabranili tvorbe zrelych kapsidov a uvolneniu infekéného potomstva, ¢im znizuju
doplnenie cccDNA (Hu et al. 2019b). NA znizuju progresiu k cirhéze, zlyhaniu pecene a HCC
(Cornberg et al. 2019). Avsak, aj ked ucinne potlacaju virusova replikaciu, tak nevedu
k virologickému vylieCeniu (Konig et al. 2019, Do a Reau 2020). Virologicka odpoved’ v pripade
liecby NA je definovana ako nedetekovatelna HBV DNA na zaklade testov so spodnou hranicou

detekcie 10-20 IU / ml v krvi (Lee et al. 2020).
Lamivudin

Lamivudin, lie¢ivo na baze pyrimidinového nukleozidu bolo prvym NA schvalenym na lie¢bu
chronickej infekcie HBV. Lamivudin je inhibitor reverznej transkriptazy (RT) a inhibuje
replikaciu HBV inhibiciou aktivity RT za Gi¢elom zniZenia hladiny HBV DNA. Liecivo sa podéava
peroralne s rychlou absorpciou a vysokou biologickou dostupnostou. Méze Ginne znizovat’
hladinu HBV DNA v sére u lieCenych pacientov. Po vysadeni lamivudinu sa replikacia HBV
rychlo vracia spit. Dal§im problémom pri podavani lamivudinu je vysokéa frekvencia mutacii,
veducich k rezistencii aj po kratkej lieCbe. Medzi bezné mutacie rezistencie na lieky patria

mutacie tyrozin-metionin-aspartat-aspartat (zname ako YMDD mutant) (Kang et al. 2015).
Telbivudin

Telbivudin je Specifické, selektivne a peroralne lieivo pouzivané na liecbu chronickej
hepatitidy B. Vykazuje jedineéné vyhody v inhibicii syntézy obidvoch vlakien HBV DNA.
V Kklinickej praxi je telbivudin jedinym liekom, ktory je mozné bezpecne pouzit’ na liecbu
tehotnych pacientiek. Antivirusova tcinnost telbivudinu je silnejSia ako antiviroticka G¢innost’
lamivudinu. Pocet pacientov s nedetekovatelnou HBV DNA po liecbe telbivudinom je vyznamne

vyss§i ako po liecbe lamivudinom (Kang et al. 2015).
Entekavir

Entekavir je lieCivo s guaninovym nukleozidom, ktoré ponuka silna selektivnu inhibiciu HBV
polymerazy. Po fosforylacii v bunkach sa stava aktivnou trifosfatovou formou. ETV inhibuje
vSetky tri funkcie virusovej polymerazy: (1) iniciaciu HBV polymerazy; (2) syntézu DNA
s negativnym retazcom z templatu pgRNA; a (3) syntézu ret'azca HBV DNA. Inhibi¢na u¢innost’
ETV je 300-krat vyssia ako u inych NA, ako je lamivudin alebo adefovir, a frekvencia mutécii
rezistencie je vel'mi nizka. Zdiela urcitu krizovu toleranciu s lamivudinom. Rezim ETV by mal

byt splneny pred ukoncenim; inak méze dojst’ k rychlemu zhorSeniu stavu (Kang et al. 2015).
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Adefovir

Adefovir je purinové nukleozidové prolie¢ivo. Fosforylacia adefoviru je nevyhnutna
na inhibiciu a dochadza ku tvorbe aktivneho metabolitu adefovir-difosfatu, akonahle vstipi do
bunky. Adefovir-difosfat moze nahradit’ normalne substraty dATP (adenozin). Po zacleneni do
ret'azca virusovej DNA zastavi prediZenie syntézy virusovej DNA. Navrhuje sa, Ze adefovir moze
tiez indukovat’ produkciu IFN-a, zvySovat’ aktivitu NK buniek a stimulovat’ imunitni odpoved’
hostitel'a. Ked’ sa pouziva adefovir, tak je potrebné dokladné sledovanie funkcie obli¢iek (Kang

et al. 2015).
Tenofovir

Tenofovir je acyklicky adeninovy nukleotidovy analog, ktory inhibuje replikaciu HBV (aj
HIV) v kroku RT. Proliecivo tenofoviru sa konvertuje na tenofovir-difosfat pomocou katalyzy
bunkovou kindzou. Tenofovir sa odporuca z dovodu jeho silnej inhibicie, vysokej bariéry

rezistencie na lieky a celkovej rovnovahy medzi prinosmi a rizikami (Kang et al. 2015).

Okrem v st€asnosti schvalenych IFN a NA existuje moznost’ vyvoja novych latok na inhibiciu
replikdcie virusu s mechanizmami Uc€inku, ktoré este neboli preskimané. Kroky pouzivaju
hostitel'ské cesty/ proteiny a proteiny Specifické pre HBV, takze by sa mohli vyvinut nové HTA
a DAA (Block et al. 2015).

4.3.2 Inhibitory pripojenia / vstupu HBV

Znalosti o tom, ako HBV vstupuje do hepatocytov, viedli k vyvoju inhibitorov vstupu. Tieto
inhibitory je mozné klasifikovat’ podl'a spdsobu ich pdsobenia na: (1) Neutralizujuce protilatky
zameriavajuce sa na antigénnu slu¢ku S-domény alebo N-konce epitopov HBV v doméne preS1;
(2) Inhibitory pripojenia, ktoré sa viazu na virus (napr. heparin) alebo bunkové heparansulfatové
proteoglykany (napr. polylyzin); (3) Substraty NTCP, vratane konjugovanych zl¢ovych soli alebo
inych malych molekul; (4) Inhibitory NTCP, ako je myristylovany peptid pre-S1 myrcludex-B,
cyklosporin A ajeho derivaty. Posledné uvedené latky blokuju funkciu receptora v
nesaturujucich koncentraciach s dlhym polcasom rozpadu na receptore a mdzu tiez blokovat
transport zlcovych soli a inych NTCP substratov vo vyssich koncentracidch (Cornberg et al.

2019).

Substraty NTCP vratane taurocholatu a jeho derivatov sa testovali ihned’ po objaveni NTCP.
Vysoké koncentracie konjugovanych Zzl¢ovych soli u¢inne inhibuju infekcie HBV (HDV).
Koncentracie potrebné na inhibiciu infekcie st vSak vysoko nad normélnym fyziologickym
rozsahom koncentracii zl¢ovych soli v T'udskom tele a dlhodoba liecba by mohla viest
k nepriaznivym ucinkom. Okrem endogénnych substratov sa navySe preukazalo, ze pomocou

NTCP s transportované aj xenobiotika (Herrscher et al. 2020).
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Je zaujimavé, Zze aminokyselinové motivy NTCP, kritické pre vstup HBV sa prekryvaji
s motivmi pre prijem zI€¢ovych soli NTCP, pri€om v bunkovych kultirach sa pozorovala inhibicia
vstupu HBV prirodnymi ligandmi NTCP. Dalej sa ukazalo, ze tricyklicky polyketid,
vanitaracin A, inhibuje vstup HBV a HDV priamou interakciou s NTCP a inhibiciou jeho
transportnej aktivity. Napriek tomu stoji za zmienku, Ze urCité analogy CsA, ktoré rusia
imunosupresivnu aktivitu, maju silnejSiu anti-HBV aktivitu bez narusenia funkcie transportéra
NTCP, pravdepodobne prostrednictvom alosterického mechanizmu. V kazdom pripade,
objasnenie Struktury komplexu preS1-NTCP pomoze vysvetlit presny sposob ucinku

identifikovanych inhibitorov vstupu HBV (Mitra et al. 2018).

Inhibiciu vstupu HBV mozno dosiahnut' aj znizenim trovne expresie NTCP. Receptor
kyseliny retinovej (RAR) bol navrhnuty na regulaciu prométorovej aktivity ludského génu NTCP
(hNTCP), pricom RAR-selektivny antagonista R041-5253 znizuje bunkovii nachylnost
na infekciu HBV inhibiciou aktivity hANTCP promotora. Zistilo sa tiez, Ze interleukinovy cytokin
IL-6, reguluje expresiu NTCP. Predbezné oSetrenie buniek HepaRG IL-6 viedlo k 98% zniZeniu
expresie NTCP mRNA spolu s 80% zniZenim absorpcie taurocholatu sprostredkovaného NTCP
a 90% inhibiciou vstupu HBV. AvSak IL-6 je prozapalovy cytokin a jeho nadmerné pouzitie moze
viest’ k rozvoju autoimunitnych chorob. Je teda potrebné urcit’ spravne ddvkovanie alebo hladinu
endogénnej indukcie, ktoré by minimalizovali vedlajsie ucinky pri d’alSom vyvoji (Mitra et al.

2018).

HBYV neutralizujuce protilatky

Inhibicia vstupu moze interferovat’ s HBV pocas akutnej aj perzistujucej fazy infekcie.
V akttnej faze, kratko po néstupe infekcie, ked’ imunitny systém kontroluje patogén iba CiastoCne,
mozu inhibitory vstupu chranit’ naivné hepatocyty pred absorpciou, replikaciou, a Sirenim virusu.
Dlhodoba liecba pocas pretrvavajucich infekcii moze viest' k virusovému klirensu v dosledku
prirodzeného alebo imunitne sprostredkovaného obratu infikovanych hepatocytov v peceni.
Interferencia s virusovym vstupom sa v sucasnosti klinicky vyuziva na prevenciu novych infekcii

(Lempp a Urban 2014).

Prvym a v sucasnosti jedingm klinicky schvéalenym inhibitorom vstupu HBV je
imunoglobulin hepatitidy B tzv. HBIG. Ide o zmes protilatok namierenych proti S proteinom
purifikovanych z plazmy ockovanych 0sob alebo od pacientov, ktori infekciu predtym prekonali.
HBIG boli prvykrat pouzité v roku 1993 na liecbu HBV pozitivnych pacientov po transplantacii
pecene. Podavanie dlh$iu dobu po transplantacii znizilo rychlost reinfekcie Stepu zo 75 na 35% a
vyznamne zlepSilo preZivanie pacientov. Aktudlnym klinickym Standardom je pouzitie HBIG v
kombinacii s NA, ¢o d’alej znizuje reinfekciu Stepu na menej ako 5%. HBIG maju tiez klinicky

prinos v prevencii vertikdlneho prenosu z matky na dieta, ked st novorodenci lieCeni
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kombinaciou HBIG a HBV vakciny a matky, ktoré boli pred pérodom lie¢ené NA. Liecba HBIG
zahtna riziko selekcie virusovych variantov s mutaciami v miestach viazucich protilatky, ktoré
unikaji neutralizacii a po vertikdlnom prenose vytvaraju infekciu v peceniovom Stepe alebo
u novorodencov. Okrem HBIG bolo vyvinutych niekol’ko monoklonédlnych protildtok (mAb)
zameranych na S alebo preS, ale ziadna z nich doteraz nedosiahla schvélenie pre terapeutické

pouzitie (Lempp a Urban 2014).

Inhibitory pripojenia

Heparin a suramin

Heparin a suramin sa viazu na povrchové proteiny HBV, ¢im chrénia virion pred interakciami
s HSPG (Lempp a Urban 2014). Heparin je rozpustny vysoko sulfatovany glykosaminoglykan,
inhibujuci infekciu HBV in vitro. Heparin sa klinicky pouziva ako antikoagulant, ktory sa viaze
na antitrombin III a nasledne inhibuje kaskadu zrazania krvi. Predpoklada sa, Ze heparin sa viaze
na povrchové proteiny HBV, ¢im chrani virus pred interakciou s bunkovymi HSPG. Rovnaky
mechanizmus G¢inku sa navrhuje aj pre suramin, vysoko sulfatovany naftylaminovy derivat
mocoviny o ktorom sa predtym preukazalo, Ze interferuje s prvymi krokmi infekcie kacacieho
HBYV in vitro a in vivo. Inhibicia vstupu HBV bola overena s pouzitim systému HepaRG. Suramin
ma terapeuticka aktivitu proti réznym cielom. Pouziva sa na profylaktické lieCenie l'udskej
trypanosomiazy a od 80. rokov sa pouzival a stale pouziva v §tadiach s r6znymi indikéciami
rakoviny. V roku 1987 bola z dévodu toxicity a netc¢innosti lieCby preruSend klinicka Studia

zahfnajuca 3 pacientov infikovanych HBV lieenych suraminom (Lempp a Urban 2014).
Polylyzin

HSPG su hostitel'ské faktory, ktoré rdzne virusy pouzivaju na primarne pripojenie a
v niektorych pripadoch aj na vstup. Predstavuju preto idealny ciel’ pre Specificku antivirusovii
terapiu zameranu na inhibiciu viacerych virusovych infekcii. Okrem rozpustnych faktorov, ktoré
sa viazu na HSPG, ako je poly-L-lyzin, boli ako vézobni partneri pre HSPG opisané syntetické
antilipopolysacharidové peptidy. Pritomnost’ syntetickych antilipopolysacharidovych peptidov
pocas in vitro infekcie inhibovala vstup roznych obalenych virusov vratane virusu herpes simplex,

virusu l'udskej imunitnej nedostatoc¢nosti (HIV), HCV a HBV (Lempp a Urban 2014).

Inhibitory NTCP

Bulevirtid (Myrcludex B)

Ide o synteticky N-acetylovany lipopeptid, ktory obsahuje doménu pre-S1 viazucu NTCP
vel'kého obalového proteinu HBsAg. Je zasadny teda pre interakciu medzi membranou virusu a

bunkou, pricom sa ukazalo, Ze predbezné oSetrenie tymto peptidom brani vstupu a Sireniu
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virusovej infekcie. Myrcludex B ucinne inhibuje vstup HBV do hepatocytov, prostrednictvom
blokovania jeho vazby na NTCP receptor (Watashi et al. 2014, Alexopoulou et al. 2020, Mitra et
al. 2018, Lee et al. 2020). Kompetitivne sa viaze na NTCP vd’aka nanomolarnemu rozsahu afinity
na NTCP a blokuje de novo HBV infekciu kompeticiou s virusovym pre-S1 o viazbu s NTCP (Lee

et al. 2020) a tym zabraiiuje Sireniu intrahepatalneho virusu in vitro aj in vivo (Mitra et al. 2018).

Myrcludex B je vysoko selektivny pri zacieleni na hepatocyty. Ako je vidiet vo
farmakokinetickych stadiach, peptid sa rychlo hromadi v peceni dokonca aj u zvierat, ktoré nie
su citlivé na HBV. Vizba myrcludexu B na NTCP nielenze inhibuje infekciu HBV uz pri nizkych
koncentraciach, ale tiez blokuje absorpciu zl¢ovych soli, ¢o je fyziologicka funkcia NTCP, ak sa
podava v saturujucich (nasytenych) koncentraciach. Mozné klinické désledky takejto inhibicie
pocas liecby Myrcludexom B zatial’ jasné nie su. ZvySené hladiny zl¢ovych soli v sére vSak mézu
byt kompenzované indukovanou expresiou d’alSich transportérov zl¢ovych soli Specifickych

pre peceii, ako su ¢lenovia rodiny OATP (Lempp a Urban 2014).

Chimérické uPA-SCID mysi boli pred infekciou HBV lieCené réznymi sposobmi podavania
myrcludexu B a pribuznymi lipopeptidmi. UZ vel'mi nizke subkutanne davky (0,2 mg / kg)
peptidu uplne zrusili vznik infekcie HBV (Lempp a Urban 2014).

Myrcludex B bol nedavno schvaleny v Eurdpskej unii na liecbu virusu chronickej hepatitidy
D u pacientov pozitivnych na HDV RNA. V studii fazy Ila bolo randomizovanych 40 pacientov
s negativnym HBeAg, ktori dostavali myrcludex B v jednej z piatich davok (0,5, 1, 2 alebo 5 mg
pocas 12 tyzdnov a 10 mg raz denne pocas 24 tyzdnov). Myrcludex B sa podaval subkutannou
injekciou. Pokles HBV viac ako o 1 log bol pozorovany u Siestich z 6smich pacientov v skupine
s davkou 10 mg a u siedmich z dvadsatjeden pacientov v skupinach s niz§imi davkami. Ziadny

z pacientov vSak nedosiahol stratu HBsAg (Lee et al. 2020).

Myrcludex B je v sucasnosti jedinym inhibitorom vstupu v klinickej stadii fazy III. Ukazalo
sa, ze inhibuje vstup HBV / HDV v koncentracii niz$ej ako je koncentracia potrebna na inhibiciu
absorpcie zl¢ovych kyselin. Myrcludex B sa tak moze pouzit’ na inaktivaciu funkcie receptora
NTCP v davkach, ktoré vyznamne neovplyviuji jeho prirodzent funkciu transportéra Zl¢ovych

soli, o je zrejmé z porovnania s Cyklosporinom A (Herrscher et al. 2020).
Cyklosporin A

Cyklosporin A (CsA), liek schvaleny na pouzitie pri imunosupresii, ma antivirusovua aktivitu
proti HBV (Herrscher et al. 2020). Toto imunosupresivum sa moéze priamo viazat na NTCP a
prerusit interakciu medzi NTCP a oblast'ou preS1 (Mitra et al. 2018). CsA sa primarne zameriava
na bunkové peptidyl prolyl cis / trans-izomerazové (PPlazy) cyklofiliny (CyPs). Vysledny

komplex CsA / CyP sa nasledne viaze a inhibuje kalcineurin (CN), fosfatazu, ktora defosforyluje
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nuklearny faktor aktivovanych T buniek (NF - AT), aby umoznil nukleadrnu translokaciu a
transaktivaciu génov. Tato inhibicia CN prispieva k potlaceniu imunitnych reakcii. Okrem toho
je zname, Ze CsA inhibuje receptor MDRI1 (P-glykoprotein) a niekol’ko transportérov MRP
(Watashi et al. 2014).

Inhibitory tohto druhu vsak interferuju s absorpciou zl¢ovych kyselin, co moéze viest
k nepriaznivym ucinkom. Bola skiimana schopnost’ derivatov CsA inhibovat’ vstup HBV bez
ovplyvnenia transportu zl¢ovych kyselin na to, aby sa tento problém obisiel. Ukazalo sa, Ze dva
derivaty CsA, SCY450 a SCY995 vyvolavaju silnu inhibiciu HBV bez interferencie s absorpciou
zl¢ovych kyselin. Predtym, ako mézu byt tieto derivaty CsA vyhodnotené ako vstupné inhibitory
liecby u l'udi, st potrebné podrobné Studie ucinnosti a bezpecnosti na zvieracich modeloch

(Herrscher et al. 2020).
Ezetimib

Dal3im lie¢ivom, ktoré inhibuje absorpciu zI¢ovych soli NTCP je ezetimib, ktory sa klinicky
pouziva na liecbu hypercholesterolémie a o ktorom sa nedavno zistilo, ze inhibuje infekciu HCV
interakciou s hostitel'skym faktorom NPCI1L1. Uvadza sa tiez, ze ezetimib je schopny blokovat
infekciu HBV pocas raného §tadia zivotného cyklu. Této inhibicia bola nezavisla od NPCI1L1,
pretoze jej elimindcia nezrusila antivirusovy uc¢inok, ¢o naznacuje, Ze priama interakcia medzi

ezetimibom a NTCP mdZe byt priCinou inhibicie infekcie (Lempp a Urban 2014).

4.3.3 Zacielenie na cccDNA a jej transkripénu aktivitu

CccDNA je sablonou pre vsetky HBV mRNA, pri¢om niekol’ko kopii cccDNA uplne postaci
na (opitovné) spustenie infekcie HBV (Nicolini et al. 2019). Na dosiahnutie Gspesnej terapie
chronickej hepatitidy B je potrebna trvala supresia virusovej replikacie a redukcia histologickej
aktivity. Nakol'ko v dosledku perzistencie cccDNA virusu v jadrach infikovanych hepatocytov,
nemoze byt infekcia HBV trvalo eradikovana (Hulek a Urbanek 2018), tak sa umlcanie alebo
vyCerpanie zasoby cccDNA v infikovanych hepatocytoch stalo novym cielom v lieCbe

(Alexopoulou et al. 2020, Lee et al. 2020).

Cielend mutagenéza vyvolala v poslednych rokoch znacny zaujem. Na experimentalnych
modeloch sa skiimaji enzymy Stiepiace DNA, ktoré sa Specificky zameriavajii na cccDNA. Bolo
vyvinutych mnoho malych molekul ako sekvencne Specifické RNA riadené nukleazy (RGN) a
proteiny, ktoré mozu potencidlne blokovat’ tvorbu, zvySovat' deStrukciu a stiit’ transkripciu
cccDNA pri stimulacii bunkového delenia (Lee et al. 2020, Alexopoulou et al. 2020, Cornberg et
al. 2019). Rodina RGN zahfiia nukleazy so zinkovym prstom (ZFN), transkripcné aktivatorové
efektorové nukleazy (TALENSs) a pravidelne rozmiestnené kratke palindromické opakovania

(CRISPR) so systémami spojenymi s CRISPR (Cas), pricom vSetky vykazuji antivirusovu
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ucinnost’ (Alexopoulou et al. 2020, Cornberg et al. 2019, Lee et al. 2020). Avsak predtym, ako
budt moct’ byt skimané v pokusoch na 'ud’och, bude potrebné vyriesit’ problémy s distribuciou
a vyhnutiu sa nechcenym mimotelovym tuc¢inkom, vratane chromozomalnej rekombindcie, tychto

technik Gpravy génov (Cornberg et al. 2019).

Okrem destrukcie a poSkodenia cccDNA je tiez mozné blokovat’ jej transkripénu aktivitu a
zastavit' expresiu virusovych proteinov (Cornberg et al. 2019). Epigeneticka modifikacia
histonovou modifikaciou a metylaciou cccDNA mdze modifikovat aktivne transkribovani DNA
do transkripcne neaktivneho stavu bez zmeny nukleotidovej sekvencie (teda bez zmeny samotnej
DNA) (Alexopoulou et al. 2020, Lee et al. 2020). KonkrétnejSie, domény viazuce DNA vedu
epigenetické efektory k preddefinovanym sekvenciam cccDNA, aby doslo k tymto cielenym
modifikaciam. Modifikacia histonu a metylacia cccDNA moézu vyvolat’ epigenetické zmeny
priamym ovplyvnenim cccDNA, alebo zodpovedajucich histonovych proteinov. Acetylacia alebo
deacetylacia histonov, metylacia alebo demetylacia histonov, metylacia cccDNA a acetylacia
minichromozémov cccDNA  predstavujii  potencidlne epigenetické modifikacie. Medzi
potencialne modifikatory HBV DNA patria histon acetyltransferdzy / deacetylazy (HAT /
HDAC), lyzin metyltransferazy, protein arginin metyltransferizy a DNA metyltransferazy
(DNMT), ktoré pdsobia v spolupraci s virusovymi faktormi, ako st HBx a HBcAg (Alexopoulou
et al. 2020).

V kultivovanych hepatocytoch sa preukazalo, Ze niektoré cytokiny (IFN-a, agonisti receptora
lymfotoxinu-f, [FN-y a tumor nekrotizujtci faktor-a) moduluji cesty veduce k zvySenej regulacii
APOBEC3A / B deaminaz, ktoré zase indukuji necytolyticku, ¢iastoéni degradaciu cccDNA.
V sucasnosti sa skima objav malych molekul, ktoré st schopné inhibovat’ tvorbu cccDNA alebo
destabilizovat’ uz zavedenti cccDNA. Nedavno sa uviedlo, ze zli¢enina znizuje mnozstvo
cccDNA v kulture hepatocytov a predklinickych mysich modeloch (Cornberg et al. 2019).
V predklinickych modeloch sa preukazalo, ze IFN-a znizuje transkripciu cccDNA
prostrednictvom epigenetickych modifikacii (Cornberg et al. 2019).

Naviac je dlho zname, ze HBx je nevyhnutny pre transkripciu cccDNA (Cornberg et al. 2019,
Alexopoulou et al. 2020) a replikaciu virusu, degradaciou Smc5 / 6, ktora pdsobi ako restrikény
faktor. V tomto ohl'ade predstavuje HBx dostato¢ne primerany ciel, ktorého interferencia moze
zabranit'® d’al§im interakciam medzi HBx a bunkovymi interakciami svisiacimi s virusom
(Alexopoulou et al. 2020). Nedavno sa tiez ukazalo, Ze pevonedistat, inhibitor enzymu aktivujiici
NEDDS, obnovil hladiny proteinu Smc5 / 6 a potlacil virusovu transkripciu a produkciu proteinov
v kultivovanych hepatocytoch. Navyse, tiazolidové antiinfekéné ¢inidlo nitazoxanid, ktoré bolo

schvalené FDA pre protozoalnu enteritidu, G¢inne inhibuje interakciu proteinu HBx - DDBI,
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obnovuje hladiny proteinu Smc5 a potlaca transkripciu a produkciu virusovych proteinov

v rovnakych modeloch bunkovych kultir (Cornberg et al. 2019).

Co sa tyka novych, prvych destabilizatorov molekuly cccDNA v triede ccc_R08, zameranych
na uz existujuce zasobniky virusového genomu, tak tato mala molekula preukazala silnt a trvala
supresiu hladin HBsAg, HBeAg, HBV DNA a HBV RNA v sére. NavySe preukazala aj znizenie
hladin cccDNA v pec€eni experimentalneho transdukovaného mysSacieho modelu cirkularnou
DNA schopnou replikovatt HBV pomocou cccDNA podobnym mechanizmom, aky sa pozoruje
u l'udi (Alexopoulou et al. 2020). Potencialne inhibitory cccDNA, ako su napriklad priame editory
génov, epigenetické modifikatory a destabilizatory DNA su sice vo vyvoji, ale musia sa eSte

vyhodnotit’ v klinickych stadiach (Lee et al. 2020).

4.3.4 Inhibicia génovej expresie

Inhibitory génovej expresie na baze oligonukleotidov su bud’ jednovlaknové molekuly
podobné DNA, alebo dvojvlaknové malé interferujuice RNA (siRNA). Jednovlaknové
oligonukleotidy pracujuce prostrednictvom degradacie mRNA sprostredkovanej RNazou-H,
mozu blokovat’ expresiu virusovych proteinov a inhibovat’ virusovu replikaciu. Dodanie sa moze
dosiahnut’ napriklad konjugaciou jednovlaknovych oligonukleotidov na skupiny N-acetyl
galaktozaminu (GalNAc). Rozne jednovlaknové oligonukleotidy su ale vo vyvoji. Moze byt tiez
navrhnuta mala interferujica RNA (siRNA), ktorda zameriava akykol'vek virusovy transkript a
indukuje jeho degradaciu komplexom RISC / Ago2 (argonaute 2), ¢o vedie k uml¢aniu génov
(Cornberg et al. 2019). RNA interferencia (RNAi) moze priamo zacielit' transkripty HBV a
indukovat’ ich degradaciu. RNAi je vysoko Specifickd a efektivna metdda post-transkripéného
tlmenia génov. Syntetickd mala interferujuca RNA (siRNA) interferuje s expresiou Specifického
cielového génu, degradaciou mRNA. Na rozdiel od terapie NA, siRNA vypina produkciu HBsAg
a moze viest k obnoveniu imunitnej odpovede prostrednictvom rychleho znizenia HBsAg a
porusenia imunitnej tolerancie (Lee et al. 2020). SIRNA boli navrhnuté tak, aby cielili na 3'
spolo¢né konce vsetkych prepisov z cccDNA. Rozne zluceniny siRNA su ale v predklinickom a
klinickom vyvoji. Nedavno sa ukazalo, Zze malé molekuly patriace do série dihydrochinolizinénov
indukuju degradaciu HBs mRNA zameranim na post-transkripény regula¢ny prvok, ¢o vedie k
redukcii virusovych antigénov aj virusovej DNA in vitro a v predklinickom mySom modeli

(Cornberg et al. 2019).

ARC-520 preukazatelne znizila hladiny HbsAg u pacientov predtym lieCenych NA.
Modifikovana RNAi, JNJ-3989 (predtym ARO-HBYV), obsahuje dve RNAI, ktoré st obidve
konjugované s N-acetyl galaktozaminom na ul'ahéenie absorpcie pecenou. ARO-HBV indukoval
rychly pokles HBV DNA a HBsAg u pacientov s CHB. Medzi d’alSie patria IONIS-HBVRx a

IONIS-HBVLRXx, ktoré umoziuji dodavanie antisense molekil do pecene prostrednictvom
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asialoglykoproteinu exprimovaného hepatocytmi. Tento pristup mdze znizit’ necielent toxicitu

spojenu s antisense oligonukleotidmi (Lee et al. 2020).

4.3.5 Zacielenie na RNazu H

PgRNA, ktoré je zabalena v jadrovych cCasticiach je templatom pre syntézu zaporného retazca
DNA reverznou transkripciou. V tomto procese sa pgRNA templat odburava doménou RNazy H
polymerazy. Inhibitory aktivity RN4zy tomu zabrdnia a navySe zabrania naslednej syntéze
pozitivneho retazca DNA (Alexopoulou et al. 2020). Nedavno bolo identifikovanych mnozstvo
chemickych tried potencidlnych inhibitorov RNazy H vritane a-hydroxytropolénov,
N-hydroxyizochinolindiénov a N-hydroxylpyridindionov. To otvara moznost’ ich pouZitia,
bud’ samostatne, alebo pravdepodobne;jsie v kombinécii s inymi existujucimi DAA alebo novymi,

ktoré sa mo6zu vyvinut' (Alexopoulou et al. 2020).

4.3.6 Inhibitory zostavy nukleokapsidu a zakladné inhibitory

Jadrovy protein HBV je nevyhnutny na balenie HBV pgRNA a reverznu transkripciu.
Niekol'ko zlu¢enin oznaCovanych ako alosterické modulatory jadrového proteinu CpAMs
(v literatare tiez zname ako modulétory zostavenia nukleokapsidov) su predmetom skiimania.

V zévislosti na chemickej struktire CpAM moZu vznikat’ nestabilné aberantné kapsidy alebo
prazdne kapsidy. Na zéklade mechanizmu G¢inku boli identifikované dve triedy CpAM. CpAM
triedy 1, heteroaryldihydropyrimidiny (HAP) a CpAM triedy II, ktoré su typické
pre fenylpropenamidy (PPA). CpAM triedy I urychl'uju tvorbu zostavenia kapsidov a vedi
k tvorbe nespravne zostavenych kapsidov (Lee et al. 2020). CpAM typu II urychluju tvorbu
zostavenia kapsidy, pravdepodobne v nevhodnom ¢ase a mieste, ¢im zabranuji zabaleniu pgRNA
a namiesto toho indukujii zhromazdovanie prazdnych kapsidov, ktoré neobsahujii virusova
pgRNA ani HBV polymerazu (Alexopoulou et al. 2020, Lee et al. 2020).

HAP derivaty, nespravne smeruju diméry jadrového proteinu na zostavenie aberantnych
nekapsidovych polymérov, ¢o vedie k degradacii jadrového proteinu. GLS4 je reprezentativna
zlucenina z rodiny HAP. In vitro GLS4 inhiboval akumulaciu virusu v supernatante pec¢enovych
bunkovych linii. Toto sa testovalo aj in vivo na mysiach inokulovanych bunkami HepAD38, ktoré
potom vyrastali ako nadory, ¢o viedlo k virémii. Liecba mysi GLS4 a BAY 41-4109 sposobila
silny a trvaly pokles HBV DNA v priblizne rovnakom rozsahu pocas liecby aj po liecbe.

Peroralna molekula jadrového inhibitora typu I, RO7049389, indukuje tvorbu abnormalnych
agregatov jadrového proteinu HBV, ktoré su potom vycCerpané, ¢o vedie k naruseniu
zhromazd’ovania virusov a k silnej inhibicii replikadcie HBV. In vivo indukoval silny pokles HBV
DNA okolo 3,0 log 10 kopii / ml pocas 56 dni podavania. Prebiehajuca Studia fazy 1 skima

bezpecnost, znasanlivost’, farmakokinetiku a anti-HBV aktivitu tejto zlGceniny.
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Je zaujimavé, Ze $tadie na viacerych experimentalnych modeloch in vitro a in vivo HBV zistili,
ze jadrovy inhibitor typu I HAP_RO1 znizil hladiny HBV DNA a HBeAg tym, Ze spdsobil
nespravnu montaz jeho 22 kDa prejadrového proteinového prekurzora. Zda sa, ze HAP_ROI,
rovnako ako d’alSie podobné CpAM, maju potencial dosiahnut vys$Sie hodnoty anti-HBe

sérokonverzie ako v sucasnosti schvalené terapie pre pacientov s CHB (Alexopoulou et al. 2020).

4.3.7 Inhibitory uvolnnovania HBsAg

Najhojnej$im virusovym antigénom v krvi je HBsAg, ktory zohrdva doéleziti tulohu
pri prevencii imunitnej kontroly HBV (Lee et al. 2020). Uz davnejsie sa zistilo, ze vel'’ké mnozstvo
virusovych proteinov, najmd HBsAg, sa vylucuje z hepatocytov, ktoré nie st spojené s virionmi
(Arends et al. 2017). Cirkulujuci HBsAg sa takmer stdle nachadza vo forme neinfekénych SVP.
Pretoze sa tieto Castice tvoria nezavisle od virusovej replikacie, virusovy antigén je tazké zacielit’
pomocou sucasnych schvalenych terapii (Lee et al. 2020). AvSak, zlaceniny, ktoré posobia na
HBsAg, st obzvlast' zaujimavé, pretoze maju tiez potencial pre priamu aktivitu proti virusu
(Block et al. 2015).

Polyméry nukleovej kyseliny (NAP) pouzivaji fosforotioované oligonukleotidy na zameranie
apolipoproteinovych interakcii podielajucich sa na zhromazdovani a uvolnovani HBV
subvirusovych ¢astic (SVP), ktoré su tvorené HBsAg. Pracuju nezavisle na sekvencii a blokuju
tvorbu SVP vo vnutri infikovanych hepatocytov a ich naslednu sekréciu. Pretoze SVP tvoria viac
ako 99,99% HBsAg v krvi, NAP predstavuju G¢inny prostriedok na vylu¢ovaniec HBsAg zo séra
pacientov s CHB (Alexopoulou et al. 2020). Boli vyvinuté inhibitory uvolfiovania HBsAg napr.
REP 2139 a REP 2165, ktoré sa javia ako u¢inné pri prevencii uvolnovania HBsAg u l'udi, a tym
znizuju hladiny HBsAg v sére a tieZ potencialne podporuju sérokonverziu povrchovych protilatok
(Arends et al. 2017).

REP 2139, blokuje uvol'iovanie HBsAg z infekénych hepatocytov selektivnym zameranim sa
na montdz a/alebo sekréciu SVP. REP 2139 prirodzene vstupuje do peceniovych buniek
(hepatocytov), kde zabranuje zhromazdeniu SVP v ktoromkol'vek hepatocyte produkujucom tieto
Zastice. Tento mechanizmus té¢inne brani dopliianiu HBsAg v krvi a znizuje hladiny HBsAg v
hepatocytoch. Celkovy antivirusovy ucinok REP 2139 umoziuje telu vycistit HBsAg a tym
znizit’ alebo odstranit’ inhibiciu imunitnej kontroly sposobenej tymto virusovym antigénom.

Stucasna formulacia REP 2139 (REP 2139- Mg) indukuje mierne az Ziadne vedlajsie ucinky
a zvycajne sa podava raz tyzdenne pocas 48 tyzdnov intravendznou infiziou v kombinacii s inymi
antivirusovymi latkami. Okrem toho sa ocakava, ze REP 2139-Mg bude rovnako ucinny pri
podavani jedenkrat tyzdenne subkutannou injekciou, Co je rezim, ktory sa bude pouZzivat
v buducich stadiach (Lee et al. 2020).

HBsAg ma doélezité imunosupresivne ucinky na infekciu HBV o ktorych sa preukazalo, Ze

blokuju adaptivne aj vrodené imunitné mechanizmy. Eliminacia HBsAg zo séra pacientov
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odstrafiuje tento imunosupresivny G&inok, ¢im prekonava vyéerpanie T-buniek. Dalsim doleZitym
ucinkom odstranenia HBsAg zo séra je teda zosilnenie u¢inku PEG-IFN-a (Alexopoulou et al.
2020). Nedavno sa bezpecnost’ a uc¢innost’ pridania REP 2139 Mg alebo REP 2165 Mg do TDF
a PEG-IFN skumala v otvorenej, randomizovanej stadii fazy Il u HBeAg negativnych pacientov
s CHB. Po 48- tyzdiiovej liecbe boli hladiny HBsAg <0, 05 IU/ ml u 60% (24/ 40) pacientov.
Pocas d’alSich 48 tyzdiov ndsledného vysetrenia bez liecby pretrvavala virologicka kontrolau 32,
5% (13/40) pacientov. U pacientov s pretrvavajicou sérokonverziou HBsAg sa funk¢éna liecba
udrzala u 35% (14/40). Podavanie inhibitorov uvolfiovania HBsAg spolu s imunitnymi
modulatormi tak méze byt u¢innym kombinovanym rezimom (Lee et al. 2020).

To, ¢i tieto zluceniny mozu sposobit’ Skodlivi intrahepatocytovi akumulaciu HBsAg je este
potrebné urcit’ (Arends et al. 2017). Aj ked’ sa preukazalo, ze napr. REP 2139-Ca je pre ludi
bezpecény, hromadi sa v pe€eni pri opakovanom podavani. REP 2165 je verzia REP 2139, ktora
je navrhnuta tak, aby mala niz8§iu akumuléaciu v peceni pri zachovani neporusenej antivirusovej
aktivity. Ukazalo sa, Ze antivirusova u€innost’ REP 2165 je v predklinickom modeli infekcie HBV
porovnatel'na s REP 2139 s vyznamne mensou akumulaciou v peceni. Oc¢akava sa, ze REP 2165
bude mat’ porovnatelnt1 antivirusova ucinnost’ u l'udi so znizenou akumulaciou v peceni pocas

lie¢by (Alexopoulou et al. 2020).
4.3.8 Imunoterapia

4.3.8.1 Agonisti TLR

Toll-like receptor (TLR) -7 je ,,receptor rozpoznavajici patogény* exprimovany vacsinou
v lyzozomalnych / endozomalnych kompartmentoch plazmacytoidnych dendritickych buniek a
B-lymfocytoch, ktory rozpoznava vzory vo virusovej jednovlaknovej RNA. Existuje Coraz viac
dokazov, ze aktivdcia receptora na rozpoznavanie vzorov mdze priamo potla¢it HBV v
infikovanych bunkach (Block et al. 2015). Lee et al. (2020) uviedli, ze TLR s pociatocnymi
senzormi virusovej infekcie a iniciuju intracelularne cesty, ktoré indukuji produkciu
antivirusovych mediatorov. Aktivacia drah sprostredkovanych TLR vedie k potlaceniu replikacie

HBYV a obnoveniu adaptivnej imunity Specifickej pre HBV.

Block et al. (2015) uviedli, ze malad molekula GS-9620 (vesatolimod) je agonista TLR-7 v
klinickom vyvoji. Boli hlasené studie bezpecnosti fazy 1b, ktoré preukazali, ze liek je bezpecny
a dosiahol ocakavanu indukciu génov stimulovant interferonom v periférnych krvnych bunkéach.
GS-9620 mal vyznamnu aktivitu vo svistoch a Simpanzoch a mohol by byt "prvy v triede", ktory
by ukazal, ze farmakologicka aktivacia receptora na rozpoznavanie vzorov méze mat klinicky
prinos pri riadeni chronickej infekcie HBV. V jednej dvojito zaslepenej randomizovane;
placebom kontrolovane;j $tudii fazy II dostavali pacienti peroralny vesatolimod raz tyzdenne alebo
placebo. Vesatolimod indukoval HBV S$pecifickli imunitni odpoved’, ale bez vyznamného

poklesu HBsAg.

66



Agonista TLR-8 GS-9688 (selgantolimod) je teraz v $tadii fazy II. Selgantolimod (1,5 mg
alebo 3 mg jedenkrat denne) sa podéaval s liecbou NA pocas 24 tyzdiov, po ktorych nasledovala
samotna liecba NA pocas 24 tyzdilov. Strata HBsAg sa dosiahla u 5% (2/39) pacientov a u 16%
(3/19) pacientov, ktori boli HBeAg pozitivni. Dalgia §tudia, ktora testovala selgantolimod plus
TAF oproti placebu plus TAF u viremickych pacientov s CHB, ukéazala, ze selgantolimod je
bezpecny a dobre tolerovany, s poklesom hladin HBsAg na >0,3 log 10 IU / ml v skupine so
selgantolimodom plus TAF (Lee et al. 2020).

4.3.8.2 Agonisti RIG-1
Replikacia HBV je potlacena aktivaciou indukovatel'ného génu I kyseliny retinovej (RIG-I),
ktory je stimulovany dvojvlaknovou RNA a doménou oligomerizacie viazanou nukleotidom

obsahujucou protein 2 (NOD- 2) (Block et al. 2015).

RIG-I predstavuje intracytoplazmaticky receptor PAMP interagujuci s virusovou
dvojvlaknovou RNA pochadzajiicou z RNA virusov. Po aktivacii vedie k signalnej transdukecii
cez komplexy proteinkinazy a aktivacii transkripcnych faktorov NFxB a IRF3, ktoré nasledne
migruju do jadra, kde aktivuju ISG, ¢o vedie k produkcii IFN-a a d’alsich cytokinov, ktoré iniciuji
antivirusova imunitu. Nedavno sa zistilo, Ze ¢ signdl na zabalenie pritomny v pgRNA bol
rozpoznavany RIG-I, ¢o viedlo skor k produkceii IFN typu III ako k typu I. Okrem toho sa zistilo,
ze RIG-1 pdsobil proti interakcii epsilonu s HBV polymerazou spdsobujlicou potlacenie replikacie
HBV. Inarigivir (SB 9200), agonista RIG-I / NOD-2, bol skimany v §tadii hodnotiacej
bezpecnost, farmakokinetiku a antivirusova a¢innost’ u jedincov infikovanych chronickou HBV,
do ktorej bolo zaradenych 80 predtym nelieCenych pacientov bez cirhozy s CHB. Pacienti boli
randomizovani tak, aby dostavali stiipajice davky lieciva od 25 do 200 mg alebo placebo po dobu
12 tyzdnov po ktorych nasledoval prechod na TDF na d’alSich 12 tyzdnov. Redukcie HBV DNA
a RNA sa dosiahli u HBeAg pozitivnych aj negativnych pacientov spdsobom zavislym od davky,
¢o bolo vicsie u pacientov s HBeAg. Znizenie HBsAg o > 0,5 logio po 12 alebo 24 tyzdiioch sa
pozorovalo u 22% pacientov. V sucasnosti prebiehaji d’al$ie stadie inarigiviru v davke 400 mg
s TDF (Alexopoulou et al. 2020). Latky, ktoré moézu aktivovat’ RIG-1, by mohli poskytli novy
pristup (Block et al. 2015).

4.3.8.3 Agonisti STING

Stimulator interferonovych génov (STING) je hlavna molekula zapojena do signalnej
transdukcie po rozpoznani DNA intracelularneho patogénu, ako je cyklickd GMP-AMP syntaza
(cGAS, cyclic guanosine monophosphate—adenosine monophosphate synthase). Pouzitim
syntetickych agonistov na aktivaciu drahy ¢GAS-STING sa ukazalo, Ze produkcia IFN bola
indukovana na mySom modeli trvalo infikovanom HBYV, ¢o viedlo k inhibicii replikacie HBV.

Tito agonisti mézu ponuknut’ d’alsiu cestu k pokroku pri vrodenej imunoterapii (Alexopoulou et
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al. 2020). STING je adaptorovy polypeptid pre nickolko cytoplazmatickych receptorov na
snimanie DNA, ako aj bakteridlny cyklicky di-nukleotid, druhy posol a intracelularny regulator
vrodenych imunitnych odpovedi. Stimuladcia STING flavonoidmi s malou molekulou ucinne
potlacila replikaciu HBV v hepatocytoch mysi. Preukézalo sa, Ze stimuldcia STING indukovala
hlavne odpoved’ IFN typu 1, na rozdiel od agonistu TLR, ktory indukoval zapalovu cytokinovii
odpoved’. Ddlezité je, ze po menej ako 24 h infekcie znizili agonisti STING mnozstvo HBV DNA
v krvi infikovanych mysi (model hydrodynamickej injekcie do chvostovej zily) (Block et al.
2015).

4.3.8.4 Inhibitory kontrolnych bodov PD1

Nedavny pokrok v pochopeni imunitného vyc€erpania vytvara nova nddej pre imunologické
alebo hostitel'ské terapeutické stratégie. Dnes su uz lepSie pochopené mechanizmy, ktorymi sa
niektoré virusové antigény pri chronickej infekcii prezentuju imunitnému systému, ¢o méze viest’
k zlyhaniu imunitného systému na odstranenie virusu. V sucasnosti existuje niekol'’ko znamych
ciest, ktoré vedu k vycerpaniu T-buniek. Tieto cesty by mohli byt zablokované, aby sa reakcie

T-buniek zlepsili (Block et al. 2015).

Utinnost’ zamerania sa na inhibitory kontrolnych bodov, ako je programovany protein
bunkovej smrti 1 (PD-1) a programovany ligand smrti 1 (PD-L1) sa preukazala obnovenim
silnych imunitnych reakcii u pacientov s malignitami. Existuji vSak obavy z indukcie autoimunity
alebo vzplanutia hepatitidy, prostrednictvom neSpecifickej aktivacie imunitného systému.
Anti-PD-L1 méze byt terapeutickym kandidatom u pacientov s CHB, pretoze sa predpoklada
obnovenie funkcii antivirusovych T-buniek. Ukazalo sa, ze blokadda drahy PD-1 / PD-L1
v T-bunkéch CDS8 v kombinécii s liecenim entekavirom a DNA vakcindciou zvySuje funkciu
T-buniek Specifickych pre virus. Pilotna stadia fazy [ hodnotila liecbu anti-PD-1 (nivelumab) s
alebo bez GS-4774 (terapeutické vakcina) u HBeAg-negativnych pacientov s CHB. V 24. tyzdni
malo 14% (3/22) pacientov znizenie hladin HBsAg o > 0,5 logio (Lee et al. 2020).

Okrem iného je tiez zaujimavé, Ze Flap endonukledza 1 (FEN1) mdze opravit HBV rcDNA
na HBV cccDNA, ktora podporuje replikdciu HBV DNA, zatial’ ¢o jej Specifické regulacné
podrobnosti zostavaju nejasné (Ji et al. 2020). Okrem toho miR-146a uzko suvisi s regulaciou v
replikacii HBV (Ji et al. 2020). Nedavno sa zistilo, Ze expresia miR-146a pozitivne koreluje s
urovnami replikacie HBV. Regulacny vzt'ah medzi miR-146a a replikaciou HBV je vsak stale
nejasny. Nadmerna expresia miR-146a alebo odburanie ZEB2 vSak podporili replikaciu a
expresiu HBV, zatial’ co zniZenie regulacie miR-146a alebo nadmerna expresia ZEB2 potlacila
replikaciu a expresiu HBV. Okrem toho sa preukazalo, Ze miR-146a priamo cieli na ZEB2 (Wang
a Li 2018). ZEB2 je protein, ktory funguje ako transkripény faktor alebo represor pre niekol'ko

signalnych drah. ZEB2 sa mo6Zze viazat’ na jadrovy promotor HBV a inhibovat’ jeho promotorovu
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aktivitu, ¢o vedie k inhibicii replikujicich medziproduktov HBV DNA, 3,5 kb mRNA, hladin
zakladného proteinu a sekrécii HBsAg a HBeAg (He et al. 2016). Tieto najnovsie tidaje tak mézu
napomoct’ k vyvoju novych antivirusovych stratégii (He et al. 2016).

4.4 Liecba hepatitidy C

Schopnost’ tc¢inne lie¢it’ infekciu HCV bola velkym uspechom, nakol'ko sa udava, ze ide
o infekciu takmer uplne liecite'na, kedy dochddza k uplnej eliminacii virusu z organizmu.
Problémom je ale fakt, Ze stale pribudaju dokazy o tom, ze HCV mo6Zze zanechat’ trvalé nasledky
na hostitel'ovi po infikovani, kedy aj pri odstraneni etiologického agens dochadza k vyznamne;j
regresii fibrozy a cirhozy pecene (Duncan et al. 2020, Hillek a Urbanek 2018). Existuju Stadie
kde bol hlaseny pretrvavajuci hyperfunkény fenotyp CD8 + T buniek po tspesnej liecbe DAA,
¢o naznacuje pokracujuce imunologické poskodenie a tiez spravy o riziku hepatoceluldrneho
karcinému po klirense virusu (Duncan et al. 2020).

Pri liecbe akutnej virusovej hepatitidy C, vzhl'adom na riziko vzniku chronického ochorenia a
mieru odpovede na lie¢bu po zisteni choroby je vel'mi dblezité zvazit’ véasnt liecbu tejto infekcie
skor, ako prejde do chronického stadia (Palumbo 2011). V pripade ak k takémuto chronickému
stadiu dojde, tak rozhodnutie o liecbe pacientov s CHC infekciou zavisi od viacerych parametrov
(Palumbo 2011). U kazdého jedného pacienta je potrebné vziat’ do ivahy vysledky virologického
vySetrenia, kde sa kvalitativne pomocou PCR zistuje HCV RNA (Glasa et al. 2004). Pred lie¢bou
by sa mal systematicky urcovat’ genotyp HCV (1 — 6), nakol’ko vol'ba konkrétneho lieCebného
rezimu a diZka podavania sa riadi predovietkym genotypom a niekedy aj subtypom virusu
(Palumbo 2011, Hillek a Urbanek 2018, Glasa et al. 2004). Dalej je to uréenie miery replikacie
virusu resp. ,,ndloz virusu* — kvantitativne metédou PCR (Glasa et al. 2004). Doélezité je taktiez
urcit’ Stadium postihnutia ¢i uz ide o cirhozu alebo fibrozu pecene (Hulek a Urbanek 2018,
Palumbo 2011). Aktivita chronickej hepatitidy C, teda miera nekroinflama¢ného procesu v peceni
je odhadovana zbiochemickych vysledkov pecenovych testov (napr. miera sérovej
alaninaminotransferdzy ale aj iné), pripadne sa zist'uje pomocou histomorfologického vySetrenia
z punktatu pecene (Glasa et al. 2004). Urcenie bodu vyvoja pecenovej cirhozy je vel'mi dolezite,
nakol’ko pri prekroCeni urcit¢ho vyvojového bodu cirhdzy pecene uz nedochadza k zlepseniu a
pri urcitych hodnotach sa uz najskor pristupuje k transplantacii pecene a az potom k nasledne;j
protivirusovej liecbe (Hilek a Urbanek 2018).

Okrem tohto vSetkého sa musi zvazit’ aj celkovy zdravotny stav pacienta, napriklad to ¢i netrpi
pripadne aj inymi ochoreniami a podobne. Do tGvahy sa tieZ berie efektivnost’ pripadnej, predtym
absolvovanej liecby a pritomné kontraidikacie. Po celom takomto procese sa pristupuje k vyberu
vhodného, pre pacienta bezpecného lieCebného postupu, nastavi sa davkovanie a odhadne sa
priblizna diZka lie¢by. Pacient je pocas lie¢by nad’alej monitorovany kvoli efektivnosti liecby a

pripadnym moznym vznikom komplikacii (Glasa et al. 2004).
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Cielovym ukazovatel'om ucinnosti liecby hepatitidou C je ,trvald virologicka odpoved™
(SVR), definovana absenciou detekovate'ného mnozstva HCV RNA v sére hodnotena pomocou
testu HCV RNA (Palumbo 2011). Eliminovanie HCV je teda charakteristické vymiznutim alebo
znizenim HCV RNA a taktiez aj normalizaciou hodnot peceniovych testov, ako dokaz znizenej
aktivity chronickej hepatitidy C. Toto vSetko ma hlavne za ciel’ spomalit’ rozvoj ochorenia tak,
aby nedoslo k pripadnej fibroze, cirhdze pecene ¢i HCC. Idedlne by mala liecba zlepsit’ symptomy
ochorenia a zabranit’ pripadnym komplikaciam spojenych s chronickou hepatitidou C (Glasa et
al. 2004).

Az donedavna bola Standardna liecba zalozena na kombinacii PEG-IFN-o a RBV (Fénéant et
al. 2014, Wahid 2020, Do a Reau 2020). Prva sprava o interferonovej lieCbe desiatich pacientov
s hepatitidou nonA-, non-B bola publikovana uz v roku 1986. Terapia bola schvalena v roku 1990,
avsak ukazalo sa, Ze monoterapia IFN nebola vel'mi efektivna. Terapia na baze IFN sa zlepsila
pridanim RBV v roku 1998 a nasledne pouzitim PEG-IFN v roku 2002. Tieto optimalizované
terapeutické rezimy boli schopné vylieCit’ priblizne 50% pacientov infikovanych gt 1,4, 5, 6 a
90% pacientov s gt 2, 3. AvSak pacienti sa stretli s vaznymi vedlajsimi G¢inkami, vratane
priznakov podobnych chripke, depresii a anémii, ktoré v mnohych pripadoch vyustili az do
nutnosti prerusenia liecby (Lohmann 2019). CHC sa dlho vnimala ako chronicka infekcia len s
miernou mierou vylieCenia (SVR do 63%) s terapiami na baze IFN (Do a Reau 2020). Takato v
minulosti pouzivana liecba IFN, bola spojena nie len so zlou uc¢innost'ou u vel’kej casti populacie
infikovanej] HCV, obmedzenou rezistenciou voci liekom, toxicitou a vysokymi nakladmi, ale
navyse nebola U€inna pre vietky genotypy HCV (Fénéant et al. 2014, Wahid 2020, Do a Reau
2020). Z tychto dévodov iniciovali vyskumnici a farmaceuticky priemysel intenzivne usilie o
vyvoj ucinnejSich a selektivnejSich lieCiv s mensimi vedlajSimi Gcinkami (Lohmann 2019). Z
virusovych hepatitid nikto nevidel tol'ko transformacii dostupnych moznosti farmakologicke;j
liecby ako v pripade chronickej HCV (Do a Reau 2020).

Vyvoj dvoch odlisnych skupin antivirusovych latok proti hepatitide C, DAA a HTA, zretel'ne
ovplyvnil moznosti liecby HCV, generovanim vyssich mier trvalej virologickej odpovede (SVR)
v ramci infikovanych pacientov, znizenim neziaducich vedlajsich ucinkov a trvania liecby v
porovnani so starym $tandardom starostlivosti (Baugh et al. 2013).

V poslednom desat’ro¢i nastalo mnozstvo zmien v schopnosti identifikovat’, diagnostikovat’ a
zvladat’ chronicku infekciu HCV a komplikacie s niou spojené, najma rozvojom DAA (Do a Reau
2020, Fénéant et al. 2014). Nedavny vyvoj lieCby DAA bez IFN (tzv. interferon-free therapy) je
schopny dosiahnut’ SVR u priblizne 95% pacientov (Wahid 2020, Do a Reau 2020).

V porovnani s touto triedou zlucenin, boli vtedajSie HTA o nieCo menej G¢inné, vd’aka
skuto€nosti, ze primarne lieCebné rezimy pre HCV sa zacali pouZzitim HTA - IFN-a. Zlu¢enina
bola vyhodna v tom, Ze poskytovala rozsiahlu antivirusova reakciu, avSak skodlivé vedlajsie

ucinky na pacientov a odolnost’ virusov odvtedy spdsobili, Ze zli€enina bola zastarand. Vyskum
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HTA sa ale odvtedy posunul d’alej a zameral sa na mnozstvo bunkovych hostitel'skych faktorov,

ktoré st potrebné pre vstup a replikdciu virusu HCV (Baugh et al. 2013).

4.4.1 Priamo posobiace antivirotika

V roku 2011 boli vyvinuté nové lieky s nazvom priamo posobiace antivirotika (DAA), ktoré
predstavovali vyznamny pokrok v liecbe HCV v zmysle miery trvalej virologickej odpovede
(SVR), dosahujucou hodnoty vyse 90 % pri vacsine genotypov a obmedzenim nepriaznivych
ucinkov (Geddawy et al. 2017). K vyndjdeniu tychto DAA napomohli zlepSené poznatky
o replikacnom cykle HCV, najmi o ulohe neStrukturdlnych proteinov (NS) HCV (vid’ kapitolu
3.8.1). Konkrétne ide o proteiny (NS3 / 4A, NS5A a NS5B), ktoré st nevyhnutné pri replikacii
virusu (Geddawy et al. 2017, Spengler 2018).

PI4KA yclophllln
inhibitors | |inhibitors

miR-122
antagonists

NS2 NS4B

protease helicase ||inhibitors

inhibitors inhibitors |~
intraven.

Obr. 13 Schematické znazornenie subgenomického selekéného replikonu a ciel’ov pre antivirusovi

terapiu. Triedy liekov schvilenych na liecbu su uvedené v zelenych ramcekoch, triedy liekov
s klinickym dokazom koncepcie su v zZltych ramcéekoch a triedy zlicenin iba s predklinickymi
kandidatmi v bielych ramcekoch. Nad replikonom su antivirotika zamerané na hostitela,
pod replikonom priamo pésobiace antivirotika. (Prevzaté od: Lohmann 2019).

Mechanizmus ich u¢inku spoéiva v inhibicii tychto neStrukturdlnych proteinov (NS)
(Geddawy et al. 2017, Spengler 2018). Podl’a cielovych miest pdsobenia existuju 3 hlavné triedy
DAA proti HCV: inhibitory protedzy NS3 / NS4A, inhibitory komplexu NS5A a inhibitory
polymerazy NS5B, ktoré sa d’alej delia na nukleozidové / nukleotidové (NI) a nenukleozidové /
nenukleotidové (NNI) inhibitory (Spengler 2018, Geddawy et al. 2017). Menej pozornosti sa
venovalo bunkovym proteinom podielajucim sa na IRES sprostredkovanej translacii a NS2-NS3
proteaze. Pre NS2-NS3 bolo naro¢né vyvinut’ biochemické testy a krystalicka Struktura pre formu
po Stiepeni bola vyrieSend az v roku 2006. Nakol’ko Stiepenie NS2-NS3 je nevyhnutné na tvorbu

replikazy HCV RNA, pri¢om zrely NS2 je tieZ potrebny na produkciu infekéného virusu, tak by
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mohol NS2 prinajmensom v tejto koncepcii vytvorit atraktivny antivirusovy ciel’ (Scheel a Rice
2013).

Vsetky sucasné terapie su zaloZené na r6znych kombinaciach tychto troch tried inhibitorov, a
to kvoli obrovskej t€innosti tychto rezimov. Toto bolo zrejmé uz v roku 2014, ked’ klinické §tadie
fazy 2 a 3 preukézali mieru vylieCenia vysSiu ako 90% po 12 tyzdiioch liecby gt 1 (Lohmann
2019). Navyse kombinacia DAA s PEG-IFN a RBV, zlepsila mieru trvalej virologickej odpovede
v porovnani so Standardnou lie¢bou. Avsak aj pri liecbe DAA v kombinacii s PEG-IFN a RBV
je stale tazké liecit’ pacientov so slabou odpoved’ou na IFN (tj. s nulovou odpovedou). Okrem
toho ako uz bolo spomenuté, tak maju terapie zalozené na IFN radu zavaznych nepriaznivych
ucinkov (Liu et al. 2016b).

Terapia DAA bez IFN spdsobila revoltciu v antivirusovej lieCbe pri hepatitide C, nakol'ko
poskytuje vynikajice $ance na trvala eliminaciu HCV, a tak moZe zabranit’ progresii ochorenia
pecene. Takéto terapiec DAA bez IFN st zvy€ajne sprevadzané aj mensim poctom neziaducich
ucinkov a maju krat$iu dobu lie¢by ako terapie na baze IFN (Liu et al. 2016b, (Spengler 2018).
Pouzivanie IFN na lieCbu HCV sa v podstate prestalo pouzivat vo vsetkych krajinach kde st
k dispozicii liecebné rezimy DAA (Spengler 2018). Kombinovana liecba DAA ma sice potencial
na ziskanie globalnej kontroly nad hepatitidou C, avSak lahky pristup k DAA, dostupnost’
spolahlivej diagnostiky HCV a dostupné nédklady zostavaju stale dolezitymi ciel'mi, ktoré je
potrebné dosiahnut’ na globalnu eliminaciu hepatitidy C (Spengler 2018). Tieto terapie totiz

zostavaju stale pre vacsinu pacientov s HCV nepristupné (Eller et al. 2018).
HCV RNA
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Obr. 14 Proteiny kodované genomom virusu hepatitidy C ako ciele pre priamo pésobiace antivirusové
latky (Prevzaté od: Geddawy et al. 2017)

V roku 2011 FDA schvélila ako prvé DAA inhibitory virusovej protedzy NS3/4A (-previr),
boceprevir a telaprevir, ako doplnok k terapiam zalozenym na IFN v kombinacii s RBV, resp.
vo forme ,,trojitej terapie” u pacientov s chronickou infekciou HCV gt 1 (Geddawy et al. 2017,
Lohmann 2019, Koh a Liang 2014). Neskor v roku 2013 nasledovali inhibitory virusovej
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polymerazy (-buvir). Prvé inhibitory NS5A (-asvir) boli schvalené v roku 2015 (Lohmann 2019).
V janudari 2016 FDA schvalila kombinaciu elbasviru a grazopreviru s alebo bez RBV pre liecbu
pacientov s genotypom 4. Nasledne v juli 2016 bola schvilend kombinacia sofoesbuviru
a velparasviru s alebo bez RBV na liecbu dospelych pacientov pri vsetkych genotypoch
(Geddawy et al. 2017).

Genotypy s najvy$Sou mierou odpovede na terapie zalozené na interferonoch, najmé gt 3,
predstavovali najvacsiu vyzvu v ére DAA, hlavne kvoli oneskorenej dostupnosti modelov
bunkovej kultary pre gt 3. Preto boli inhibitory prvej linie optimalizované hlavne smerom
k dostupnym modelom gt 1. Prvé pangenotypové rezimy s porovnatel'nou u¢innost’ou boli napriek

tomu k dispozicii az v roku 2016 (Lohmann 2019).

4.4.1.1 Inhibitory protedazy NS3 / NS4

Proteiny HCV NS3 a NS4 pdsobia spolo¢ne ako serinové protedzy a stiepia HCV polyprotein
na 4 miestach (Spengler 2018). Skupina inhibitorov NS3/4A zahtiia napr. boceprevir, telaprevir,
simeprevir, asunaprevir, grazoprevir a paritaprevir - posilnené ritonavirom. Ritonavir je
inhibitor HIV protedzy a nema priamu aktivitu proti HCV, ale pdsobi ako inhibitor CYP3A.
Pridanie ritonaviru k rezimu v nizkej davke ako prostriedku na zlepSenie farmakokinetiky
predlzuje polcas paritapreviru a umoziuje davkovanie jedenkrat denne (Geddawy et al. 2017).

Tato prva vlna protedzovych inhibitorov mala kedysi nizku bariéru rezistencie a tzke
genotypové spektrum, pokryvajice hlavne gt 1. Kvoli vtedajSiemu nedostatku d’als§ich DAA sa
totiz mohli pouzivat’ iba v kombinacii s PEG-IFN a RBV (Lohmann 2019). Napriek tomu,
pouzitie inhibitora proteazy vo forme tzv. ,trojitej terapie” vyrazne zlepsilo mieru vyliecenia,
najma u pacientov s HCV gt 1 (ktori st najviac rezistentni na Standardnu lie¢bu) (Lohmann 2019,
Fénéant et al. 2014) na priblizne 70% (Lohmann 2019, Koh a Liang 2014).

V sucasnosti st paritaprevir a grazoprevir zahrnuté v kombinovanych terapiach zalozenych
na DAA pre pacientov s gt 1,4 a voxilaprevir a glekaprevir v reZimoch pangenotypovej liecby,
ktoré poskytuju ovela SirSie pokrytie genotypov a vysoké bariéry rezistencie (Lohmann 2019).
Simeprevir (SIM)

Utinnost’ simepreviru (SIM) bola hlasena proti HCV genotypom la a 1b. SIM preukézal
vys§iu genetickll bariéru rezistencie v porovnani so star$imi generaciami proteazovych
inhibitorov, telapreviru a bocepreviru a taktiez preukdzal svoju ucinnost u pacientov, ktori
neodpovedali na lie€Cbu IFN-RBV. Po peroralnom podani SIM dosiahne Cmax po 4-6 hodinach.
SIM sa odporaca uzivat' s jedlom, pretoze to moze zvysit jeho AUC o 60-70%. Je primarne
metabolizovany oxidacnym metabolizmom prostrednictvom rodiny CYP3A. Z dovodu
intestinalnej inhibicie CYP3A4 a P-glykoproteinu je nutné starostlivé sledovanie liekovych
interakcii. Klinicky vyznamné liekové interakcie st s antikonvulzivami, statinmi, makrolidovymi

antibiotikami, triazolovymi antimykotikami, digoxinom, antiarytmikami ale aj d’al$imi. 91%
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liec¢iva sa nachadza vo vykaloch, zatial’ ¢o menej ako 1% p6vodného lieciva sa nachadza v moci.

(Geddawy et al. 2017).
4.4.1.2 Inhibitory komplexu NS5A

Replikacia HCV, ako aj translacia a spracovanie virusovych proteinov je hostena v Specifickej
subcelularnej strukture cytoplazmy nazyvanej ,,membranova pavucina / siet’ , ktora je vyvolana
infekciou HCV. NS5A protein nema enzymaticka aktivitu, ale je nevyhnutny pre tvorbu tejto
membranovej siete, replikaciu HCV RNA a na montaz intaktnych virionov (Spengler 2018).
Inhibitory NS5A, zahtiiaju daklatasvir, ledipasvir, ombitasvir, elbasvir, velpatasvir (Geddawy
et al. 2017).

Ledipasvir (LDV)

LDV je inhibitor NS5A a v sucasnosti je dostupny ako kombinovana tableta s fixnou davkou
ledipasvir / sofosbuvir pre hepatitidu C typu 1a, 1b. LDV preukazal ucinnost’ pri lie¢be pacientov
s HCV bez PEG-IFN alebo RBV. LDV prepadd neznamym mechanizmom oxida¢ného
metabolizmu a vylucuje sa hlavne zlcovymi cestami (86%), zatial’ co menej ako 1% moc¢om. LDV
preukazal vysoku ucinnost’ v kombinacii so SOF s RBV alebo bez neho pri liecbe pacientov s
HCV gt 1. Sucasné odporucanie pre pouzitie LDV naznacuje, Ze nie je potrebné kombinovat’
LDV / SOF s RBV alebo predlzovat’ dobu liecby na viac ako 12 tyzdiov. Novsia $tadia navysSe
odporuca, aby pacientom s hladinou HCV RNA <6 milionov IU / ml postacil LDV / SOF iba na
8-tyzdiiovy liecebny rezim (Geddawy et al. 2017).

Daklatasvir (DCV)

DCV inhibuje replikaciu virusovej RNA a tiez aj zhromazd'ovanie viriébnov vidzbou na N-
koniec NS5A a sposobuje Strukturalne skreslenia, ktoré interferuju s funkciami NSS5A. Po
peroralnom podani sa dobre vstrebava, pricom strava s vysokym obsahom tukov znizuje
biologickll dostupnost’ DCV v porovnani s podmienkami nala¢no. DCV sa viaze na plazmatické
bielkoviny asi z 99% a metabolizuje v peceni, pricom CYP3A4 je primarna izoforma CYP
zodpovedna za metabolizmus. VacSina lieCiva sa vylu€uje stolicou (53% davky v nezmenenej
forme a asi 7% davky sa vylucilo mocom primarne ako nezmeneny daklatasvir). VSeobecne je
dobre tolerovany a najcCastejSimi hlasenymi neziaducimi reakciami bola bolest’ hlavy, unava,
nauzea a hnacka. DCV je kontraindikovany so silnymi induktormi CYP3A, ako st fenytoin,
karbamazepin a rifampicin. Toxicita pre plod sa pozorovala u potkanov a kralikov, preto je
potrebné zvazit' prinosy a rizika pri predpisovani DCV tehotnym Zenam (Geddawy et al. 2017).
4.4.1.3 Inhibitory NS5B (RNA-dependentnej RNA polymerdzy)

Amplifikacia genomu HCV RNA-zavislou RNA polymerazou NS5B je klI'i¢ovym krokom
v zivotnom cykle HCV (Spengler 2018). Oproti inhibitorom proteazy, vyvoj inhibitorov NS5B

zavisel viac od dostupnosti modelu bunkovej kultary. V zasade existuju dve triedy inhibitorov
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polymerazy: nenukleozidové inhibitory (NNI) viazuce sa mimo aktivne centrum, alostericky
blokujuce enzym, a nukleozidové / nukleotidové inhibitory (NI), ktoré st zaclenené do rodiacej
sa RNA (Lohmann 2019).

NI inhibuji NS5B polymerdazu napodobiiovanim polymerazového substratu, ¢o vedie
k nespravnemu ukonceniu novo syntetizovaného retazca HCV RNA (Spengler 2018). NI su
v zdsade vyhodnejSie, pretoze posobia na jednu z najkonzervovanej$ich Struktar virusu
(enzymatické jadro polymerazy) (Lohmann 2019), pricom vykazuji vysoku antivirusova
ucinnost’, pangenotypovu aktivitu a maji vysoku bariéru proti substitiiciam virusovej rezistencie
(RAS) (Spengler 2018).

NNI na druhej strane posobia ako alosterické inhibitory RNA-dependentnej RNA polymerazy
vizbou na $tyri mozné miesta. Vézba blokuje funkciu polymerazy prostrednictvom konformacne;j
zmeny NS5B. NNI odvodené z roznych heterogénnych chemickych Struktir mézu vykazovat’
mensSiu antivirusovu aktivitu s obmedzenej$im spektrom genotypov ako NI a maju iba nizku
bariéru proti antivirusovej rezistencii (Spengler 2018). Zastupcom NI je napr. sofosbuvir a
pri NNI je to napr. dasabuvir (Geddawy et al. 2017).

Sofosbuvir (SOF)

Priamo pdsobiaca antivirusova latka SOF bola vyvinuta na peroralnu liecbu infekcie hepatitidy
C (Ahmed et al. 2020). Sofosbuvir je pyrimidinovy nukleotidovy analégovy inhibitor NS5B,
indikovany pri lie€be HCV genotypov la, 1b, 2, 3 a 4 ako zlozka kombinovaného antivirusového
lieCebného rezimu (Geddawy et al. 2017). SOF inhibujuje enzym polymerazy, ktory zohrava
klacova tlohu pri replikacii RNA a kvoli svojej Strukturalnej podobnosti s nukleotidom tak
konkuruje charakteristickym nukleotidom a naslednym blokovanim cielového miesta nakoniec
ukon¢i virusovu replikaciu v hostitel'skej bunke (Ahmed et al. 2020). SOF poskytuje vynikajicu
genetick bariéru rezistencie. Z niekolkych klinickych studii bola rezistencia hlasena iba
u jedného pacienta, ked’ bol pouzity vo forme monoterapie. Sofosbuvir sa aktivuje v peceni
fosforylaciou na jeho trifosfatovy nukleozidovy analog, ktory sa potom defosforyluje
na neaktivny. 80% lie¢iva sa vylucuje moc¢om (iba 3,5% ako pdvodny liek a 78% ako neaktivna
forma), zatial' Co 12% sa vylucilo stolicou. Sofosbuvir preukazal ucinnost u pacientov
s genotypmi 1-6 ako stucast’ rezimu vratane PEG-IFN a RBV. Ukazalo sa, Ze SOF je vynikajicou
alternativou u pacientov, ktori st kontraindikovani na liecbu IFN alebo prestali uzivat’ IFN kvoli

nepriaznivym u¢inkom. (Geddawy et al. 2017).

Je dolezité podotknut’, ze pocas liecby HCV pomocou DAA je nielen dolezité sledovat
interakciu medzi liekmi, ale aj vyhodnotit’ interakény potencial este pred zaciatkom liecebného
cyklu, aby sa obmedzili lieckové interakcie. Toto je skutocne komplexny problém vzhl'adom
na velky pocet tried lickov, ktoré mézu byt predpisané alebo nepredpisané, a kombinované

rezimy DAA, najma tie, ktoré zahfmiajl inhibitory protedzy. Okrem toho tu zohrava délezitt tlohu
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aj Stadium ochorenia pecene, ktoré je samo osebe cielom lieCby DAA, a je Castym miestom

interakcii medzi liekmi (Geddawy et al. 2017).

Viac¢sina DAA ma vysokll mieru vizby na plazmatické bielkoviny v priemere 99%. Miera
vizby telapreviru a bocepreviru na plazmatické bielkoviny je okolo 75%. Priblizne 61% az 65%
sofosbuviru sa viaze na plazmatické bielkoviny, ale védzba jeho aktivneho metabolitu
na plazmatické bielkoviny je zanedbatelna. K vyznamnym liekovym interakciam v ddsledku
vytesnenia z viazby na proteiny dojde skor, ked’ sa subezne podavaju lieky vykazujice vel'mi
vysokl mieru vizby na proteiny; to zase zvySuje frakciu volného lieCiva. ZvySena koncentracia
vol'ného lieCiva by mohla potencialne spdsobit’ zvysSené terapeutické a / alebo toxické ucinky

lieCiva a odporuca sa upravit’ davkovaci rezim (Geddawy et al. 2017).

Vicsina DAA sa metabolizuje hlavne prostrednictvom enzymového systému CYP450, najmé
izozymu CYP3A4. Boceprevir sa metabolizuje hlavne enzymami aldo-keto reduktazy a CYP3A,
zatial’ o ombitasvir sa metabolizuje amidovou hydrolyzou a nasledne oxidaénym metabolizmom.
Ledipasvir je minimalne metabolizovany a vyluCovany ako povodné lie¢ivo, zatial’ ¢o sofosbuvir
je prolieivo aktivované fosforylaénymi enzymami v hostitel'skej bunke. Pretoze véacSina
inhibitorov protedzy prvej generacie pre latky DAA sa metabolizuje prostrednictvom systému
CYP3A, tak maju pocetné lickové interakcie (Geddawy et al. 2017).

Jedlo zohrava taktiez doleziti ulohu pri liecbe DAA. Potrava zvySuje absorpciu peroralneho
paritapreviru / ritonaviru / ombitasviru plus dasabuviru, bocepreviru a simepreviru, a preto
sa odporuca uzivat tieto lieky s jedlom. Mastné jedla zvySuju absorpciu telapreviru a
asunapreviru. Sofosbuvir a daklatasvir sa uzivaju s jedlom alebo bez ohladu na jedlo.
Rozpustnost’ ledipasviru sa moze znizit' pri vy$Som zalido¢nom pH, takze sticasné podavanie
liekov, ako su blokatory histaminovych H2 receptorov, alebo inhibitory protéonovej pumpy, moze
znizit jeho koncentraciu. Podobne sa neodportia subezné podavanie velpatasviru / sofosbuviru
s inhibitorom proténovej pumpy omeprazolom, alebo sa uziva 4 hodiny predtym, ako je to
potrebné, pretoze koncentracia a aktivita velpatasviru klesa so zvySovanim hodnoty pH v zaludku
(Geddawy et al. 2017).

Od schvalenia telapreviru a bocepreviru v roku 2011 s mierami SVR od 65% do 75% sa
moznosti antivirusovej liecby chronickej HCV rozsirili s vyvojom dobre tolerovanych,
pangenotypickych ordlnych DAA terapii dostupnych pre rézne osobitné populacie. Nedavne
aktualizacie odporacani AASLD navySe vyvinuli zjednoduseny pristup k lie¢be chronickej HCV,
ktory odportca glekaprevir / pibrentasvir po dobu 8 tyzdnov alebo sofosbuvir / velpatasvir
po dobu 12 tyzdnov u vsetkych pacientov s HCV, ktori su doteraz nelieCeni, necirhoticki,
s normalnou funkciou obli¢iek a bez komorbidnych infekcii (Do a Reau 2020).

Napriek predchadzajicim tdajom o heterogénnej bezpe€nosti a ucinnosti v rdznych

lieCebnych skupinach su sucasné liecby chronickej infekcie HCV bezpe¢né a G¢inné u réznych
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pacientov s vysokou mierou SVR. Populacie lie¢iteI'né DAA sa rozsirili o populacie s kone¢nym
Stadiom ochorenia obli¢iek, koinfekciou HBV alebo virusom HIV a pediatrické populacie.
Niektoré populécie vSak stale potrebuji d’alsi vyskum. Napriklad terapia DAA u tehotnych zien
sa v sucasnosti stdle neodporica a je potrebnych viac tidajov o bezpec¢nosti a ucinnosti na
zabranenie vertikalnemu prenosu (Do a Reau 2020).

Utinnost’ lietby je pomerne vysokd, konkrétne u paciantov s dekompenzovanou cirhézou
(> 85%), v kone¢nom S§tadiu ochorenia oblic¢iek (> 95%), pri koinfekcii HIV (> 95%),
predchadzajucom zlyhani DAA (> 90%), stave po transplantacii peCene (> 95%) a u vsetkych
genotypov HCV (> 95%). Vysoka SVR napriek mnohym komorbiditdm pacientov zameranym
na vSetky virusové genotypy teda vyvolava otazku, ¢i je definicia lieCebnych podskupin stale
relevantnou potrebou. Rozvoj stratégii na detekciu a zohl'adnenie virusovej rezistencie na DAA
bude ale stale nevyhnutny, pretoze pri pokracujucej lie¢be sa populacia chronicky infikovanych

pacientov posuva smerom k pacientom, ktori uz boli lieCeni DAA (Do a Reau 2020).

4.4.2 Antivirotika zamerané na hostitel’a

Kazdy krok zivotného cyklu HCV zavisi od faktorov hostiteI'skej bunky, co ponuka mnozstvo
cielov pre antivirotika zamerané na hostitel'a (HTA) (Zeisel et al. 2013). Na boj proti HCV bolo
vyvinutych a testovanych mnozstvo HTA. Aj ked’ je ich prili§ vel'a na to, aby boli podrobne
opisané, bolo pomocou RNAi-skriningu a hmotnostnych spektrometrickych interaktivnych
pristupov identifikovanych mnozstvo hostitel'skych faktorov ovplyviujucich translaciu,
replikaciu, zostavenie a uvolnenie (Scheel a Rice 2013).

Mnohé HTA su so Sirokym zameranim a funguju tak, ze vytvaraji aktivovany antivirusovy
stav v hostitel'ovi, spistanim vrodenej imunitnej odpovede. Vo vSeobecnosti medzi ne patria
IFN-a, IFN-A alebo agonisti Toll Like Receptorov (TLR) (Chatterji et al. 2014).

Ciel'ova skupina HTA je presnejSia v tom, ze posobi na kI'i€ové hostitel'ské enzymy (proteiny)
alebo bunkové faktory, ktoré st potrebné pre zivotny cyklus HCV. Ide napriklad o inhibitorov
cyklofilinu A (CypA) - alisporivir , antagonistov mikroRNA 122 (miRNA-122) - miravirsen
a d’alSie (Baugh et al. 2013, Chatterji et al. 2014, Baugh et al. 2013).

Tab.1 Prehl’ad Cinidiel zameranych na hostitel’a proti infekcii virusom hepatitidy C

Step Target Compound with in vivo Stage of development
proof of concept or
in clinical development

Entry CD81 Anti-CD81 mAbs Mouse model
SR-BI Anti-SR-Bl mAbs Mouse model
ITX 5061 Phase 1b
EGFR Erlotinib Mouse model
NPC1L1 Ezetimibe Mouse model
Replication miR122 Miravirsen/SPC3649 Phase 2a
HMGCoA reductase Statins Phase 2
Cyclophilin A SCY-635 Phase 1
Alisporivir/Debio 025 Phase 3
Assembly Glucosidase MX-3253 Phase 2

(Prevzaté od: Zeisel et al. 2013)
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Obr. 15 Hostitel’ské faktory poZadované pre Zivotny cyklus virusu hepatitidy C ako antivirusové ciele
(Prevzaté od: Zeisel et al. 2013)

Liu et al. (2016b) vo svojom ¢lanku uvadzajt, ze DAA mo6zu Géinne potlacit’ replikaciu HCV
a maju nizku bariéru proti vzniku virusov rezistentnych na DAA. Naproti tomu ma terapia HTA

miernu antivirusovi aktivitu s vysokou bariérou rezistencie na lieky.
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Obr. 16 Cinidld zamerané na hostitel’a vykazujit vysokii genetickii bariéru rezistencie. LVP HCV
cirkuluju ako kvazidruhy virusovych variantov, ktoré infikuju hepatocyty a replikujii sa v nich.
Mechanizmus uniku virusu pred liekovou terapiou sa medzi DAA a HTA [isi. DAA ucinne inhibuju
replikaciu variantov HCV citlivych na DAA. Variant HCV, ktory je rezistentny na liecbu DAA sa stava
previadajucim variantom HCV unikajiicim z antivirusovej liecby. Zacielenie na hostitel'ské faktory potrebné
pre vstup a infekciu HCV inhibuje Sirsie spektrum variantov a genotypov, pretoze pouzitie hostitelského
faktora je zvycajne vysoko konzervativne pre vsetky virusové varianty. V dosledku toho moze byt geneticka

bariéra virusovej rezistencie na HTA vyssia v porovnani s mnohymi DAA (Prevzaté od: Zeisel et al. 2013).
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Inak povedané, hlavnou vyhodou zamerania sa na hostitel'ské faktory je extrémne nizka miera
mutécii v hostitel'ovi, ¢im vytvara vysSSiu bariéru rezistencie na lieCivo a sicasne obmedzuje
potencial virusového prieniku. Pretoze kazdy HTA posobi na jedineény krok zivotného cyklu
virusu, tak sa vedci domnievaju, Ze tieto zluceniny by mali posobit’ navzajom synergicky, alebo
dokonca so schvalenymi DAA, ¢o dalej rozSiruje moznosti anti-HCV na rieSenie najtazsie
lie¢itelnych pripadov. Ked'Ze mnozstvo virusov pouziva podobné pristupy, tak sa povazuje
za celkom rozumné vyvinut’ také HTA, ktoré by sa potencialne mohli pouzit’ na boj proti novo

objavujucim sa infekénym chorobam (Baugh et al. 2013).

4.4.2.1 Inhibitory cyklofilinu

Inhibitory cyklofilinu, ktoré¢ neutralizuju izomerazovu aktivitu cyklofilinu A preukazali vel'ka
ucinnost’ pri lieCbe HCV (Chatterji et al. 2014). Cyklofiliny st délezitymi hostitel'skymi faktormi
pre replikaciu HCV. Je zaujimavé, Ze boli identifikované ako hostitel'ské ciele antivirusovej
liecby uz pred viac ako 20 rokmi (Zeisel et al. 2013), pretoze sa preukazalo, Ze cyklosporin,
Siroko pouzivany imunosupresivny liek, inhibuje virus hepatitidy non-A non-B. V poslednej dobe
boli vyvinuté analogy cyklosporinu bez imunosupresivnej aktivity a vykazujice vyssiu in vitro
antivirusova aktivitu, napr. Alisporivir / Debio 025, NIM811 a SCY-635. Tieto zluceniny
narusili interakciu CypA-NS5A (Scheel a Rice 2013, Zeisel et al. 2013).

Cyklofilin A (CypA), peptidyl-prolyl cis-trans izomeraza je potrebna na replikaciu HCV.
Toto bolo objavené v ramci bunkového skriningu testujiceho schvalené zlu¢eniny na anti-HCV
aktivitu (Scheel a Rice 2013). Preukazalo sa, ze CypA interaguje s HCV NS5A (Zeisel et al.
2013). CypA sa pravdepodobne viaze na NS5A a katalyzuje konformacné zmeny potrebné
na replikaciu HCV RNA. Rezistencia na inhibitory CypA sa mapuje na NS5A v oblasti s
prekryvajucimi sa vdzbovymi miestami pre CypA a NS5B. Nedavna Stidia naznacCuje, Ze
inhibitory CypA moézu tiez zvySovat’ vrodenu antivirusovil imunitu indukovanim IFN a ISG typu
I a III (Scheel a Rice 2013).

Alisporivir (ALV), synteticky inhibitor cyklofilinu, odvodeny od cyklosporinu je
najpokrocilejsim inhibitorom cyklofilinu, ktory je v sucasnosti v klinickom vyvoji pri liecbe
chronickej hepatitidy C (Chatterji et al. 2014). U pacientov ALV zvySuje G€innost’ rezimov
zalozenych na IFN a vykazuje primerané medzigenotypové pokrytie s vysokou bariérou
rezistencie. AvSak z dovodu niekol’kych pripadov akutnej pankreatitidy medzi ucastnikmi Stadie
je tento inhibitor v sti€asnosti klinicky pozastaveny. Aj ked’ je to prekédzka pre tento prvotriedny
HTA, inhibitory CypA sa m6zu znovu objavit’ v kontexte rezimov bez IFN (Scheel a Rice 2013).
Chatterji et al. (2014) vo svojom clanku uviedli, Ze posledné pokroky podporili koncepciu
rezimov bez IFN na liecbu chronickej hepatitidy C. Ako najpokrocilejSia peroralna HTA
predstavuje ALV s DAA atraktivnu kombindciu liekov pre terapiu bez IFN.
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4.4.2.2 Antagonosti miR-122

Dal3im zaujimavym aspektom bioldgie HCV je zavislost od pe¢eiiovo $pecifickej hostitel'skej
mikroRNA miR-122 (vid’ kapitolu 3.8.5). Stadie na §impanzoch poskytli dokaz o koncepcii na
zameranie miR-122 sekvestraciou miRNA pomocou antagonistu miR-122 uzamknutej nukleovej
kyseliny - miravirsenu (SPC3649). Takato stratégia je t€inna proti vSetkym genotypom HCV
(Scheel a Rice 2013). Zeisel et al. (2013) uviedli, ze tyzdenné intraven6zne podavanie miR-122
antisense uzamknutej nukleovej kyseliny miravirsen / SPC3649 (5 mg / kg) po dobu 12 tyzdiov
chronicky infikovanym Simpanzom s gt 1 viedlo k trvalej supresii HCV virémie bez znamok
virusovej rezistencie.

Potencialne nevyhody spocivaju v tom, Ze miravirsen sa podava injekéne a miR-122 reguluje
stovky pecenovych mRNA, ¢o mdze sposobit’ neziaduce vedlajsie G¢inky. Liecba miravirsenom
viedla k prechodnému zniZeniu sérového cholesterolu a u mysi s vylucovanim miR-122 sa
vyvinula hepatitida a HCC, ktoré zaujimavo pripominali ochorenie spojené s HCV u [ludi.
Napriek potencialnym nevyhodam, kratkodoba stadia fazy 2 zamerana na miravirsen naznacila
tolerovatel'ny bezpecnostny profil, vyznamnui antivirusovu aktivitu a vysoku bariéru rezistencie

(Scheel a Rice 2013).

4.4.2.3 Statiny zamerané na HMG-CoA reduktizu

Stadium asociacie HCV s hepatocytmi, membranami a metabolizmom lipidov odhalilo d’alsie
terapeutické uhly zamerané na hostitel'a. Cholesterol a biosyntéza mastnych kyselin, ako aj
geranylgeranylacia si dolezité pri replikacii HCV, pravdepodobne pre tvorbu replikaénych
komplexov RNA spojenych s membranou. Statiny zamerané na HMG-CoA reduktazu inhibujt
replikaciu HCV v bunkovej kulture, aj ked’ v davkach prekracujucich tie, ktoré sa pouzivaju
na klinické ucely na reguléciu sérového cholesterolu. Ako sa da od toho ocakavat’, monoterapia
statinmi signifikantne neznizuje hladiny HCV RNA, ale ukazuje mierne zvySenie miery odpovede
na lie¢bu zaloZent na IFN. Neoc¢akavanym hitom z niekol’kych skriningov siRNA je poziadavka
na fosfatidylinozitol-4 kinazu I1I-a (PI4KIIIa) v replikacii HCV. Tento enzym je uneseny HCV
NSS5A, ktory stimuluje produkciu fosfatidylinozitol-4-fosfatu. Ako presne sa to vyzaduje
pre replikdciu HCV RNA je stale predmetom skumania. Je zaujimavé, Ze 4-anilinchinazoliny o
ktorych sa povodne myslelo, Ze su zamerané na NS5A na zaklade mapovania mutacii rezistencie
sa ukazuju ako inhibitory PI4KIIla. Ci je PI4KIIIa Zivotaschopnym cielom alebo nie, je stale
predmetom diskusie. U mysi je tento enzym nevyhnutny a dokonca aj podmienena ablacia
PI4KlIlla vedie k zavaZznej patologii. AvSak Ciastona inhibicia PI4KIllo, zameranie na pecen
alebo kratke trvanie lieCby moze stale poskytovat’ terapeutické okno uzitocné pri liecbe HCV.

(Scheel a Rice 2013).
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Identifikované hostitel'ské molekuly, ktoré su dolezité pre vstup do buniek sa stali tiez
zaujimavym cielom. Lieky inhibujuce vstup HCV do buniek sa zameriavaju na receptory a
enzymy, ktoré¢ pomahaju pri vstupe virusu. Tieto vstupné inhibitory maju profylaktické vlastnosti
a vykazuju synergicky ucinok v kombinacii s inymi latkami. Lektin cyanovirin-N zhorSuje
virusovu vizbu svojou interakciou s proteinmi HCV E1/E2 a tym kontroluje vstup. Podobne
L-fikolinové proteiny moézu neutralizovat castice HCV ich vdzbou na proteiny E1/E2.
Epigalokatechin galat je prirodna polyfenolova zlucenina, bohata v extrakte zo zelené¢ho Caju.
Udava sa, ze reguluje metabolizmus lipidov, zhorSuje vizbu HCV na hostitel'ska bunku tym, ze
zasahuje do funkcie HCV E1/E2 a tiez blokuje prenos z bunky na bunky in vitro. Laktoferin,
pritomny v mlieku, taktiez blokuje uchytenie HCV (Irshad et al. 2018). Monoklonalne
protilatky mo6zu inhibovat vstup virusu, blokovanim extracelularnych domén bunkovych
receptorov. Monoklonalne protilatky proti vstupu HCV zabranovali infekcii HCV na zvieracich
modeloch. Mysi s humanizovanou pecenou, ktorym boli podavané protilatky proti klaudinu, boli
vylie¢ené z chronickej infekcie HCV (Baumert et al. 2019). Specifické monoklonalne protilatky
ako JS-81 alebo KO4 posobia proti interakciam HCV E2-CDS1 a interferuju so vstupom HCV
pocas kroku po vizbe. Sérovy amyloid A, protein akutnej fazy, ktory je produkovany v peceni,
inhibuje vstup HCV. Podobne aj mald molekula ITX-5061, blokuje vychytavanie HCV a funguje
synergicky s DAA, ¢o moze byt sI'ubnou moznost'ou pre buduce pouzitie (Irshad et al. 2018).
Baumert et al. (2019) uviedli, ze ITX- 5061 interferuje s vdzbou HCV na SRBI a bola prvym
inhibitorom vstupu HCV skiimanym v klinickych §tadiach. Hoci ITX-5061 mala obmedzent
ucinnost’ u pacientov s CHC, tak vyznamne obmedzila rozvoj virusu a oneskorenu infekciu u
pacientov podstupujlcich transplantaciu pecene. CLDNs a OCLNs tvoria komplex s CD81 a
prispievaji k efektivnym internalizaciam HCV. KedZze CLDNI1 je vysoko vyjadreny v
hepatocytoch, moze byt potencidlnym cielom antivirusovych latok (Irshad et al. 2018). Vstupné
inhibitory sa teda m6zu taktiez pouzit’ na liecbu pacientov s chronickou infekciou HCV (Baumert
et al. 2019). Erlotinib je inhibitor tyrozinkinazy a blokuje vstup HCV inhibiciou aktivity
receptora epidermalneho rastového faktora, ktory je potrebny na tvorbu asociacie koreceptorov
CD81-klaudin-1. Ezetimib je schvaleny liek na zniZenie hladiny cholesterolu. Imunodeficientné
myS$i s repopulovanymi I'udskymi hepatocytmi boli lieCené pomocou oralnej sondy ezetimibom.
Preukazalo sa, Ze liecba ezetimibom u mysi oddialila vznik infekcie HCV a potvrdila tak
schopnost’ tohto lie¢iva inhibovat’ infekciu HCV in vivo. Koncentracia ezetimibu vSak bola v
tychto experimentoch vysoka (30 umol / 1). To znamena, ze dospeld osoba s hmotnost'ou 70 kg
by musela uzit’ 84 tabliet 10 mg ezetimibu denne (obvyklé davky pre ezetimib st jedna 10 mg
tableta denne). Terapia HCV na zéklade ezetimibu sa zatial’ nejavi ako vhodna, nakol’ko potrebné
davky by nebolo mozné preniest’ do klinickej praxe. Liecba ezetimibom na zvieracom modeli
vSak zdoraznila vyznam interakcie medzi metabolizmom lipidov hostitela a vznikom

pretrvavajucej infekcie (Del Campo et al. 2012).
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5. POUZIiVANE MODELOVE SYSTEMY

Skumanie interakcii medzi virusom a hostitel'om sa opiera o vhodné systémy bunkovej kultury
in vitro, ktoré uc¢inne podporuju virusovu infekciu. Takéto systémy by mali v idedlnom pripade
poskytovat’ podmienky, ktoré sa podobaju podmienkam prirodzenych hostitel'skych buniek (Ni a
Urban 2017). Virusova infekcia a rozmnozovanie si vyzaduje Specifické faktory hostitel’a, ktoré
st exprimované hlavne vo vysoko diferencovanych bunkach. Pre napodobnenie hostitel'skych
faktorov v systéme in vitro je nevyhnutny vyvoj modelu zalozeného na bunkéch . Bolo zalozenych
niekol’ko modelov na bdze buniek, avSak vicSina z nich priniesla len obmedzeny tspech. ISlo

najma o zIu reprodukovatelnost’ a nizke Grovne replikacie (HCV) (Carcamo a Nguyen 2012).

Celkovo bolo naro¢né vyvinut modely na stadium virusovej hepatitidy. Pokrok sa dosiahol
generovanim komplexnych biologickych systémov. Prvé pokusy o kultivaciu HBV a HCV
v bunkovych liniach sa spoliehali na pouzitie séra infikovanych pacientov na zavedenie virusu do
modelu in vitro. Aj ked’ bolo mozné v tychto modeloch detegovat’ virusovu replikaciu, tak
vysledna infekcia bola na vel'mi nizkej trovni a bolo ju ndro¢né zistit' pomocou Standardnych

metod vratane western blottu, imunofluorescencie ¢i PCR (Thomas a Liang 2016).

Bunkové linie pochadzajiice z nadoru boli uzitocné na lepsSie pochopenie virusovej hepatitidy.
Vseobecné metddy molekularnej bioldgie sa pouzili na nadmernt expresiu virusovych proteinov
a na generovanie bunkovych linii, ktoré kontinualne exprimuju virusové gendomy hepatitidy.
Konkrétne sa genémy a plazmidy kodujuce virusové proteiny HBV DNA a HCV RNA dodali
intracelularne r6znymi transfekénymi technikami a systémami virusovej transdukcie. Okrem toho
bunkové linie, ktoré exprimuji virusové gendmy malych molekulovych sit boli pouzité na
identifikaciu latok, ktoré by mohli potlait replikaciu virusu. Celkovo sa pouzitie
transformovanych bunkovych linii spolichalo na skuto¢nost’, ze niektoré z nich maju defekty
vnutornej vrodenej imunitnej antivirusovej drahy v bunkach, ktoré by normalne obmedzovali
expresiu virusovych genomov a proteinov. Tieto bunkové linie, aj ked’ stt abnormalne, umoznili
Studium tychto virusov bez vécsej interferencie obrannych signalnych dréh hostitel'a (Thomas a

Liang 2016).

LCudské pecenové bunkové linie generované z nadorového tkaniva alebo genetickym
inzinierstvom primarnych ludskych pecenovych buniek st vdaka svojej dobrej dostupnosti
v kultarach in vitro $iroko pouzivané. Vysoka prolifera¢na kapacita a stabilny metabolizmus
buniek z nich robi atraktivny nastroj pre in vitro S$tudie za Standardizovanych a
reprodukovatel'nych podmienok. Vysoky proliferaény potencial transformovanych bunkovych
linii je vSak vSeobecne spojeny so stratou diferencovanych funkcii, ¢o vedie k niektorym

nedostatkom vo funkénej vykonnosti. Aplikacie bunkovych linii peCene vo vyskume in vitro

82



musia preto brat’ do Givahy $pecifické funkéné vlastnosti pouzitej bunkovej linie (Zeilinger et al.

2016).

In vitro modely kultivacie peceniovych buniek ziskavaju Coraz vacsi vyznam
vo farmakologickych a toxikologickych vyskumoch. Zdroj pouzitych buniek je rozhodujuci pre

relevantnost’ a prediktivnu hodnotu takychto modelov (Zeilinger et al. 2016).
Modely pre HBV

Pre pochopenie Zivotného cyklu HBV a na vyvoj ucinnych liekov proti HBV je nevyhnutny
uzitocny systém bunkovych kultar in vitro, ktory umoziuje infekciu HBV a rekapituluje
interakcie virus — hostitel. Existujuce modely infekcie HBV in vitro st vSak Casto problematické

(Sakurai et al. 2017, Ni a Urban 2017).

HBYV ma obmedzeny rozsah hostitel'ov a uzky tropizmus tkaniv (Konig et al. 2019, Sakurai et
al. 2017, Sai et al. 2016), ¢o stazuje stidium Zzivotného cyklu HBV a objavovanie novych
terapeutickych pristupov (Konig et al. 2019). Spolahlivy a citlivy model bunkovej infekcie
in vitro preto stale chyba (Sai et al. 2016).
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Obr. 17 Casovd os objavu systémov HBV in vitro (Prevzaté od: Wose Kinge et al. 2020)

V sucasnosti sa na §tadium HBV in vitro pouzivaju dva hlavné bunkové modely, a to primarne
P'udské hepatocyty (PHH) a bunky pochadzajiace z hepatomu. Aj ked’ si PHH citlivé na HBV,
obmedzené zdroje a technické tazkosti spojené s kultivaciou in vitro, obmedzuja ich pouzitie ako
modelu pre HBV infekciu (Sai et al. 2016). Podobne je to aj v bunkach HepaRG, kde bolo taktiez
zistenych niekol’ko nevyhod (Sakurai et al. 2017). Bolo potvrdené, Ze bunky derivované
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z hepatdému, ako su napriklad bunky HepG2, Huh-6 a Huh-7, podporuju transkripciu a replikaciu
HBV. Avsak v tychto procesoch infekcie funguje integrovany a transfekovany genom HBV ako
templat, alebo sa bunky pridavaju do chemickych reagencii na to, aby sa zlepsila ich citlivost.
Toto spracovanie nici cely zivotny cyklus HBV, a tak nie st nachylné na infekciu HBV (Sai et al.
2016, Konig et al. 2019). Mozu sa viak stat’ nachylnymi na nadmernti expresiu NTCP. Uginna
infekcia tychto, ale aj dalSich buniek si vyzaduje oSetrenie polyetylénglykolom (PEG) pocas
pripojenia a/alebo vstupu HBV, aby sa zvysila vdzba zavisla od glykozaminoglykanu.
Dimetylsulfoxid (DMSO) sa pouziva na spomalenie bunkovej proliferacie, prediZenie Zivotnosti,
zvySenie stavu diferenciacie a zvySenie citlivosti a replikacie HBV. Avsak po infekcii HBV a
tvorbe epizomalnej cccDNA tieto bunky nedokazu amplifikovat’ virusové gendomy, ¢o brzdi
produkciu virusovych potomkov a ich rozsirenie v bunkovej kultare (Konig et al. 2019). Dal3imi
slubnymi systémami su l'udské bunky podobné hepatocytom (HLC), generované z indukovanych
pluripotentnych kmenovych buniek alebo embryonalne kmenové bunky, ktoré st citlivé na HBV

a podporuju obmedzentl produkciu a $irenie virusu (Konig et al. 2019).
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Obr. 18 Vyvijajuce sa modely na Studium Zivotného cyklu a patogenézy HBV (Prevzaté od: Thomas a
Liang 2016)

Modely pre HCV

Od objavu HCV v roku 1989 predstavoval nedostatok systému bunkovych kultir na produkciu
infekénych HCV viriénov hlavnl prekazku pri skumani tohto patogénu a pri navrhovani

profylaktickych a terapeutickych stratégii (Catanese a Dorner 2015). Pri absencii modelu
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bunkovej kultiry sa vyskumné tsilie zameralo na charakterizaciu klonovanych virusovych
sekvencii. Kratko po identifikacii HCV nasledovala sekvencia takmer kompletného genomu
povodného izoldtu oznacovaného ako HCV-1, ako aj niekol’ko dalSich izolatov s vysokou
homolégiou (HC-J1) (Lohmann 2019). Izolaty HCV odvodené od pacienta vSak nedokazali
iniciovat’ produktivnu infekciu v bunkovej kultare. V roku 1997 bol vyvoj molekuldrnych klonov
HCV, ktor¢ boli infekéné u Simpanzov, dolezitym pociatoénym prielomom, avSak tieto virusové
genomy neprodukovali virusové Castice v bunkovej kultire. Potom nasledne boli vyvinuté rozne
nahradné systémy, ktoré rozoberaji jednotlivé kroky Zivotného cyklu HCV ako napriklad
subgenomicky replikon, rozpustny protein E2 (sE2) a HCV pseudocastice (HCVpp) (Catanese a
Dorner 2015).

Jednotlivé proteiny HCV, pseudocastice HCVpp, replikony a HCV odvodené z bunkove;j
kultary su teda k dispozicii na roz¢lenenie zivotného cyklu HCV. Bunkové systémy na Studium
HCV sa pohybuju od bunkovych linii hepatomu po primarne systémy hepatocytov. Na Studium
HCYV infekcie sa m6zu pouzit tiez geneticky humanizované a l'udské pecenové chimérické mysi
(Catanese a Dorner 2015). Pociato¢né modely ale umoznili Studovat’ iba Specifické aspekty
zivotného cyklu HCV, ako je virusova replikdcia so subgenomickym replikbnom a vstup
pomocou HCVpp. Nasledny vyvoj protokolov na rast infekénych castic HCV v bunkove;j kulture
(HCVcc) podnietil vyskimanie celého cyklu infekcie HCV a interakcie virus-hostitel’, potrebnych

na §irenie virusu (Catanese a Dorner 2015).
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Tab. 2 Bezne pouZivané modely bunkovych kultur na Studium HBV a HCV

Bunkova Bunka Bunka Bunka Hepatocyty Primarne
biolégia Huh-7 HepG2 HepaRG pochadzajice z Pudské
kmenovych buniek | hepatocyty
Funkénad Minimalna Mierna Plne funkéna Plne funkéna Plne funkéna
vrodend
imunita
Dika Sirenia Neur¢ita Neurcita Neur¢ita <1 mesiac <1 mesiac
Polarizované | Nie Ano Ano Ano Ano
Zvecneny Ano Ano Ano Nie Nie
Dostupnost’ Vysoka Vysoka Stredna Nizka Nizka
Podporuje Nie, Nie, Ano, vyzaduje | Ano Ano
infekciu HBV | vyzaduje sa | vyzaduje sa | diferencidciu
NTCP NTCP

Podporuje Ano Nie, Ano, vyzaduje | Ano Ano
HCV infekciu vyzaduje diferenciaciu

CD81 a

miR-122

(Prevzaté od: Thomas a Liang 2016).
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5.1 Primarne 'udské hepatocyty

Najvhodnejs$im systémom bunkovej kultury na Studium hepatotropnych virusov st primarne
P'udské hepatocyty (PHH) (Wang et al. 2019). PHH boli bunkami prvej linie pouzitymi na infekciu
HBYV (Yuan et al. 2018). Je zrejmé, ze PHH sa povazuju za zlaty Standard pre infekciu HBV,
pretoze priamo odrazaju Specificky metabolizmus a funkénost’ 'udskej pecene (Zeilinger et al.

2016, Ni a Urban 2017, Witt-Kehati et al. 2016, Thomas a Liang 2016).

Tieto normélne bunky sa ziskavaju od pacientov podstupujtcich resekciu pecene (zvycajne
pre nador pecene) a izoluju sa z vonkajsich okrajov nadoru. Okrem toho mézu byt PHH tiez
bezne ziskavané z fetdlnych peceni od potratenych embryi a modzu tiez sluzit’ ako substrat
pre infekciu (Thomas a Liang 2016). Pristup k tymto bunkdm je teda obmedzeny.
Reprodukovatel'nost’ experimentalnych vysledkov navyse zavisi od mnohych faktorov, vratane

spdsobu pripravy alebo variability darcov (Ni a Urban 2017).

Tieto bunky st vSak fenotypicky nestabilné in vitro a stracaju svoju permisivitu na infekciu
HBV kratko po izolacii a naneseni na kultivaéné misky. SkorSie pokusy infikovat PHH
infekénymi inokulami HBYV sa stretli s vel’kou variabilitou medzi darcami hepatocytov, ako aj s
nizkou mierou a kratkou trvanlivostou infekcie, a to aj po doplneni DMSO na podporu stavu

diferenciacie buniek (Witt-Kehati et al. 2016).

Vsetky nevyhody PHH ako vysoké naklady, obmedzena dostupnost’, zlozitd manipulacia,
variabilita darcov, de-diferenciacia vedicu k rychlej strate HBV citlivosti a replikacii (Konig et
al. 2019) a zla nachylnost’ na dlhodobu infekciu HBV (Yuan et al. 2018) prinatili vedcov
preskimat’ alternativne zdroje buniek, vratane bunkovych linii pecene a pluripotentnych

kmenovych buniek (Zeilinger et al. 2016).

Systemy in vitro zalozené na primarnych nehumannych hepatocytoch

Virus hepatitidy typu Woodchuck (WHV) bol prvym z cicav¢ich a vtacich hepadnavirusov
opisanych po objave HBV. Ukazalo sa, Ze primarne kultiry hepatocytov svista si nachylné na
infekciu WHYV, ¢o vedie k tvorbe cccDNA a aktivnej virusovej replikacii, a preto sa pouzivali ako
platforma na S$tadium ucinku antivirusovych lieckov na perzistenciu cccDNA. Avsak bolo
publikovanych iba niekol’ko in vitro §tadii vyuzivajtcich systém WHYV, najpravdepodobnejsie
kvoli problémom s reprodukciou podmienok na dosiahnutie produktivnej infekcie. Hlavna
uzitocnost’ systému WHYV vsak zostala v kontexte in vivo §tadie na infikovanych zvieratach, ktoré
boli kl'icové pre Stadie antivirusovych liekov, ako aj pre objasnenie molekularnych drah
v karcinogenéze spojenej s HBV a interakcie medzi virusom a antivirusovou imunitnou

odpoved’'ou (Witt-Kehati et al. 2016).
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Na rozdiel od PHH a WHYV hepatocytov sa zistilo, Ze s primarnymi kacacimi hepatocytmi
infikovanymi virusom kacacej hepatitidy B (DHBV) je manipuldcia ovela l'ahSia a velmi
uzito€na pri Stadiu zdkladnych otdzok v zivotnom cykle virusu, najma pri tvorbe a amplifikacii
cccDNA. DHBV ma sice podobny zivotny cyklus ako I'udsky HBV, avsak 1isi sa od HBV
vo viacerych vlastnostiach, vratane kratSieho genému a absencie funkéného proteinu HBx. Preto
zavery odvodené zo systému DHBV tykajtice sa amplifikdcie a udrzby cccDNA, ako aj vstupu
virusov nemusia pre HBV platit’. Z toho dévodu su klinicky irelevantné (Witt-Kehati et al. 2016).

Na druhej strane Tupaia belangeri (vid’ kapitolu 5.8) je okrem l'udi a Simpanzov jediny druh
vnimavy na infekciu HBV. Ukazalo sa, Ze primarne hepatocyty Tupaia podporuju infekciu HBV
in vitro, aj ked’ rozsah uc¢innosti infekcie a Sirenie virusu v tomto systéme nie su celkom jasné.
Dolezité je, ze primarne hepatocyty Tupaia sa pouzili ako cielové bunky pre experimenty so
syntetickym peptidom pre-S1, ktoré boli kl'a€ové pri identifikacii NTCP ako receptora pre HBV
a HDV (Witt-Kehati et al. 2016).

5.2 HepaRG

Velkym krokom vpred bolo zavedenie novej bunkovej linie hepatomu, oznaenej ako
HepaRG, ktord ma morfologické a funkéné znaky podobné primarnym hepatocytom, ¢i uz ide
o metabolizmus lie¢iva alebo schopnost’ podporovat’ infekciu HBV aj HCV (Thomas a Liang

2016, Witt-Kehati et al. 2016).

HepaRG je bunkova linia pe¢eniovych progenitorovych buniek, ktora bola vyvinuta z buniek
ziskanych z resekcie nadoru u jedinca infikovaného HCV s rakovinou pecene (Verrier et al.
2016b, Allweiss a Dandri 2016, Thomas a Liang 2016). Po izolacii tychto buniek v§ak nedoslo
k in vitro infekcii. Tieto bipotentné pecenové progenitorové bunky sa moézu diferencovat
na biliarne aj hepatocytarne bunky a mézu sa neobmedzene delit. Avsak na to, aby boli tieto
bunky tplne schopné podporovat’ infekciu HBV a HCV, musia byt oSetrené DMSO, aby sa
podporilo d’alsie dozrievanie do diferencovanej$ich buniek podobnych hepatocytom (Thomas a
Liang 2016). Witt-Kehati et al. (2016) navySe dodava, ze je okrem DMSO potrebné doplnit’ aj
kortikoidy. Neskor bolo mozné pouzit’ tito bunkova liniu aj ako substrat pre HCV infekciu. V
tejto Stadii boli vyskumnici schopni pouzit HCV gt 3 odvodeny zo séra na potvrdenie citlivosti

HCV na infekciu (Thomas a Liang 2016).

Avsak tento infekCny systém stale trpel podstatnymi obmedzeniami, ako je relativne nizka
ucinnost’ infekcie, prisne podmienky na udrZanie stavu diferenciacie tychto buniek a potreba
suplementacie PEG na dosiahnutie infekcie (Witt-Kehati et al. 2016, Thomas a Liang 2016, Konig
et al. 2019). Pouzitie PEG sice ul'ah¢i vstup virusu, zvySenim interakcii medzi HBV virionom a
bunkovou membranou, ale celkova miera infekcie je nizka s minimalnym rozSirenim virusu

medzi bunkami (Thomas a Liang 2016). Medzi d’alsie nevyhody patri aj to, ze v pripade buniek
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HepaRG nie je mozné vyhodnotit’ G¢inky genetického pozadia na infekciu HBV (Sakurai et al.
2017).

HepaRG je jedinou zavedenou citlivou bunkovou liniou exprimujucou NTCP. Jeho
heterogenita v expresii albuminu a chromozomalne abnormality vSak neumoznuji S$tadiu
kompletného zivotného cyklu HBV a vyhodnotenie antivirusovych zlucenin. Je teda nutna uz
spominana diferenciacia vyvolanda DMSO (Wose Kinge et al. 2020). HepaRG sa po diferenciacii
podoba PHH vzhl'adom na mnoho markerov Specifickych pre hepatocyty vratane expresie
enzymov CYP450, pecenovo Specifickych transkripénych faktorov a transportnych proteinov,

ako je HBV $pecificky receptor NTCP (Ni a Urban 2017).

Je pozoruhodné, ze bunky HepaRG podporuju ako virusovy vstup, tak aj produkciu cccDNA
a st teda vhodné na §tdium velkého poctu krokov v zZivotnom cykle HBV (Verrier et al. 2016b).
Schopnost’ tohto systému rekapitulovat’ cely zivotny cyklus HBV v kontexte autentickej infekcie
ustanovila jeho ulohu ako experimentalnej platformy pre Stidie zaoberajuce sa kIiCovymi
otazkami v bioldgii HBV, ako je napriklad uloha vrodenej imunitnej odpovede v boji proti HBV

infekcii, regulacia cccDNA a mechanizmy vstupu virusu (Witt-Kehati et al. 2016).

Na rozdiel od inych buniek pochadzajtcich z rakoviny pecene si bunky HepaRG zachovavaju
vel'ky pocet fyziologickych funkcii pecene a preukazuji transkriptomicky obrazec, ktory sa viac
podoba hepatocytom. Konkrétne uroven expresie CYP450 a expresia vrodenych imunitnych

zloziek odraza hladinu expresie PHH (Verrier et al. 2016b).

Ukazalo sa tiez, ze bunky HepaRG exprimuji klicové molekuly vrodeného imunitného
systému. Relativna nizka citlivost’ buniek HepaRG v porovnani s PHH zavisi od r6znych faktorov
a mozno ju Ciasto¢ne prekonat’ konstitutivnou expresiou NTCP, ktora umoznuje infekciu
bez uplnej diferenciacie. Ektopicka expresia NTCP neinterferuje so schopnostou bunkovej

diferenciacie indukovanej DMSO (Ni a Urban 2017).

HepaRG sa vo velkej miere pouzivaju na metabolické a toxikologické testy lieCiv. V tejto
suvislosti sa na identifikaciu malych molekul inhibujucich infekciu HBV, ako je ezitimib, pouZili

systémy HepaRG / HBV a HDV (Witt-Kehati et al. 2016).

5.3 HepG2

Dalsou bunkovou liniou, ktora sa pouzila na $tidium latok virusovej hepatitidy je bunkova
linia HepG2. Tato bunkova linia bola odvodena z pecenového tkaniva 15-ro¢ného muzského
pacienta bielej rasy, ktory mal dobre diferencovany hepatoblastom. Na rozdiel od bunkovej linie
Huh-7 je bunkova linia HepG2 polarizovana a ukézalo sa, Ze je ovel'a uZitocnejSia na Stadium
HBYV ako na HCV (Thomas a Liang 2016). V poslednom desatro¢i nastal ale pokrok ktory

umoznil, aby boli bunky HepG2 uzitoc¢nejsie aj pre Stadium HCV. Bolo pozorovang, ze bunkam
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HepG2 chyba miR-122, ¢o je nevyhnutné na podporu zivotného cyklu HCV. Okrem toho, bunky
HepG2 tiez vykazuji vel'mi nizku expresiu CD81. V tomto ddsledku sa preukazalo, ze bunky
HepG2, ktoré su vybrané tak, aby stabilne exprimovali receptor CD81 aj miR-122, m6zu byt’
infikované HCV a podporovat’ replikaciu virusu (Thomas a Liang 2016). Expresia CD81 a miR-
122 v bunkéch HepG2 teda vyznamne zvysSuje ich ndchylnost’ na infekciu HCV (So a Randall
2021).

Je zaujimavé, ze kvoli rozdielom v antivirusovej vrodenej imunite v rdmeci tejto bunkovej linie
v porovnani s bunkami Huh-7 sa tento model ukazal ako uzitoCny pri $tidiu obrannych drah
hostitel’a a pri validacii vysledkov ziskanych v PHH. Konkrétne bola geneticky zmenena bunkova
linia schopnd produkovat’ vel'’ké mnozstvo IFN-A typu III v reakcii na infekciu HCV, co sa tiez

pozorovalo aj v PHH (Thomas a Liang 2016).

Na zaklade objavu NTCP ako funkéného vstupného receptora HBV boli vytvorené bunkové
linie hepatomu konstitutivne exprimujuce 'udsky gén NTCP, ktoré preukazali Gspesné zavedenie
infekcie HBV u vyznamného podielu buniek hepatomu transfekovanych NTCP (Allweiss a
Dandri 2016). Nakol’ko NTCP v l'udskych hepatomovych bunkach chyba (Yan et al. 2015), tak
exogénna expresia NTCP v bunkovych linidch hepatomu sposobila, ze bunkové linie boli
nachylné na infekciu HBV. Vytvorenie bunkovych linii zaloZenych na HepG2 a Huh7, v ktorych
je nadmerne exprimovany NTCP poskytuje vel'mi potrebna a l'ahko pristupnu platformu pre
stadium HBV (Wose Kinge et al. 2020). Thomas a Liang (2016) uvadzaja, Zze bunky HepG2,
ktoré stabilne exprimuju NTCP su uz tym padom vhodné na $tudium infekcie HBV infekénymi

virionmi (Thomas a Liang 2016).

Navyse sa ocakava, ze dostupnost’ tychto novych in vitro testov urychli identifikaciu novych
antivirusovych liekov a pochopenie faktorov, ktoré sa podiel’aji na pociato¢nych fazach infekcie
HBV (Allweiss a Dandri 2016). Napriklad bunky HepG2-NTCP by sa mohli pouzit
na identifikaciu chemikalii zameranych na kIi¢ové kroky zivotného cyklu virusu vratane HBV

cccDNA a na umozZnenie vyvoja novych antivirotik proti infekcii (Wose Kinge et al. 2020).

Infekcia HBV v systémoch bunkovych kultar, vratane dospelych PHH, buniek hepatému
HepaRG a novsich buniek HepG2-NTCP je zosilnena po pridani PEG, ktory podporuje viazbu
HBYV na HSPG. Udrziavanie PEG v médiu pre bunkovu kultiru zvysSuje infekciu najmenej o jeden

rad, v doésledku zlepseného Sirenia virusu (Wose Kinge et al. 2020).

5.4 Huh-7

Bunkova linia Huh-7, vytvorena v roku 1982, bola odvodena z dobre diferencovaného HCC,
ktory bol odstraneny 57-roénému Japoncovi, ktory kvoli nadoru podstipil resekciu pecene. Tato

bunkova linia bola uZzitocna pri stadiach HBV, ale beznejsie sa pouZzivala pri modeloch in vitro
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na $tadium HCV. Spociatku bola bunkova linia Huh-7 Gspes$na v mnozeni subgenomickych
mutantov obsahujtcich luciferdzu, ktoré kédovali iba nestrukturalne proteiny HCV. Vysledkom
bolo, Ze tato bunkova linia sa pouzila ako primarny substrat na generovanie replikonu, ktory
kontinudlne exprimoval a replikoval gendém HCV RNA bez integracie medziproduktu DNA do

bunkového gendomu (Thomas a Liang 2016).

5.5 HCVpp

Hlavnym prielomom v skumani procesu vstupu HCV bol vyvoj pseudocastic (HCVpp)
(Catanese a Dorner 2015). Tieto pseudocastice vyuzivaju schopnost’ retrovirusov inkorporovat’
heterologne glykoproteiny do svojej membrany pocas pucania (Wilson a Stamataki 2012).
HCVpp tak pozostavajii z Castic retrovirusového jadra obklopenych lipidovou dvojvrstvou,
obsahujucou funkéné komplexy HCV E1E2. Najvyznamnejsie vlastnosti HCVpp su tie, Ze sa daji
pripravit’ tak, aby zobrazovali HCV glykoproteiny 'ubovolného virusového genotypu a tiez
sprostredkovavaju abortivny infekény cyklus a umoziuju integraciu roznych markerovych génov

(Bartosch et al. 2010).

HCVpp sa produkuju kotransfekciou buniek 293T tromi expresnymi plazmidmi kodujicimi:
(1) HCV glykoproteiny E1 a E2, (2) proteiny Gag — Pol virusu l'udskej imunodeficiencie (HIV)
alebo virusu mysej leukémie (MLV) a (3) retrovirusovy gendm obsahujuci reportérovy gén
(Catanese a Dorner 2015, Riva a Dubuisson 2019). Pritomnost’ reportérového génu, ako je GFP
alebo luciferaza, umoziuje kvantitativne meranie vstupu pseudocastic HCV do cielovych buniek
(Riva a Dubuisson 2019, Catanese a Dorner 2015). Bartosch et al. (2010) udévaju, ze
retrovirusovy genom koduje markerové gény pre fluorescencnu, luminiscenéni alebo selektivnu

detekciu (Bartosch et al. 2010).

Vyvoj infekénych HCV pseudocastic (HCVpp) umoznil $tadie vstupného aspektu zZivotného
cyklu virusu a charakterizciu protilatok neutralizacie (Wilson a Stamataki 2012, Riva a
Dubuisson 2019). Konkrétnejsie iSlo o studium tlohy glykoproteinov E1 a E2 pri vstupe HCV
(Catanese a Dorner 2015). Infekcia HCVpp buniek hepatomu bola odstranena Specifickymi
neutraliza¢nymi ¢inidlami E1 a E2, aby sa potvrdilo, Ze E1 aj E2 su nevyhnutné pre vstup HCV
a poskytla tak prvy funk¢ny test na skrining G¢inkov neutralizujtcich protilatok na vstup virusu

(Wilson et al. 2012).

Posluzil taktiez na identifikdciu a validaciu kandidatskych faktorov, receptorov (Catanese a
Dorner 2015) a koreceptorov ako CLDN-1 a OCLN. Syst¢ém HCVpp dodnes pomaha pri

porozumeni vézby, pripojenia a internalizacie HCV (Wilson a Stamataki 2012).
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5.6 HCVcc

Dalsi systém pozostava z replikativnych &astic HCV nazyvanych HCVcc. Tieto Castice
pochadzaji z bunkovej kultiry a rutinne sa pouzivaji na stidium kazdého kroku zivotného cyklu

HCV (Bartosch et al. 2010, Riva a Dubuisson 2019).

Infekcia buniek HCV izoldtmi pochddzajucimi od pacienta nevedie k produktivnej infekcii a
dovody zostavaju nejasné (Catanese a Dorner 2015). Prave v roku 2005 nastal vel'ky prielom
vo vyskume HCV, ked niekolko laboratérii uviedlo kmen HCV, ktory replikuje a uvoliuje
infekéné castice v bunkovej kultire HCVcc. Kmen bol klonovany z virusu genotypu 2a
izolovaného od japonského pacienta so zavaznou akutnou infekciou HCV. Tento jedine¢ny klon
sa oznacoval ako japonska fulminantna hepatitida 1 (JFH-1). Objav HCVcc mal za nasledok, ze
bolo mozné Studovat cely virusovy zivotny cyklus in vitro. Na rozdiel od vSetkych
predchadzajucich testovanych genémov HCV viedla infekcia buniek hepatému JFH-1
k uvolneniu potomstva virusu schopného infikovat’ naivné bunky. HCVcc potvrdila hlavné
nalezy dosiahnuté pomocou HCVpp, vratane identifikacie koreceptorov HCV a nad’alej zvysuje
na$e chapanie Zivotného cyklu HCV. Uspe$na izolacia JFH-1 navyse pripravila podu pre vyvoj
niekol’kych chimérickych konstruktov HCVcc predstavujucich rézne genotypy. Bol vyvinuty
plne replikujuci sa systém HCVcc z virusu genotypu la (H77-S) a bol infekény aj pre Simpanzy.
Tento izolat vSak nebol taky infekény ako JFH-1 in vitro (Wilson a Stamataki 2012, Riva a
Dubuisson 2019). Catanese a Dorner (2015) udavaju, ze JFH-1 je schopny iniciovat
nizkotrovnovu infekciu v bunkach Huh-7, ¢o otvara cestu k §tadiu uplného zivotného cyklu HCV

v bunkovej kultare.

Systém HCVcc viedol k identifikéacii novych vstupnych faktorov, ako si NPC1L1, EGFR a
EphA2. Tento modelovy syst¢ém umoznil po prvykrat Studovat’ skladanie a vystup HCV a
charakterizaciu biofyzikalnych a ultrastruktirnych vlastnosti virionu HCV (Catanese a Dorner

2015).

Posledné stadie vyuzivajice bunky podobné hepatocytom pochddzajuce z indukovanych
pluripotentnych kmenovych buniek (iPSC) a ludskych embryonalnych kmenovych buniek
(hESC) ukézali, ze tieto bunky mézu byt infikované HCVcc, ¢o pontika prilezitost’ Studovat’

prinos genetiky hostitel'a k patogenéze HCV (Catanese a Dorner 2015).

5.7 Kmeniové bunky

Pokrok v mnozeni kmenovych buniek v kulture viedol k vzrus$ujucim modelom, ktoré mozno
pouzit’ na §tadium virusovej hepatitidy. Teraz st k dispozicii metédy na diferenciaciu kmenovych
buniek smerom k endodermalnej linii a potom na podporu vyvoja do zrelych hepatocytov.

Kmenové bunky embryonalneho pévodu st kontroverznejsim zdrojom z dévodu potreby odvodit
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tieto bunky z potratenych embryi a z dovodu moznosti dlhodobych biomedicinskych aplikacii

(vratane klonovania) (Thomas a Liang 2016).

Indukované pluripotentné kmernové bunky (iPSC)

iPSC st pluripotentné preprogramované bunky odvodené bud z koze dospelych alebo
z krvnych buniek a boli prvykrat objavené japonskymi vedcami po zavedeni génov potrebnych
na expresiu suboru transkripénych faktorov v $pecializovanych dospelych bunkéch (Wose Kinge

et al. 2020).

IPSC st schopné sebaobnovy a diferenciacie na rozne typy buniek ¢o z nich robi sl'ubny zdroj
buniek pre regeneracnu terapiu pri niekol’kych chorobnych stavoch. Na obmedzenie predsudkov
o variabilite darcov a v snahe zvysit dostupnost’ hepatocytov sa v roku 2006 bunky podobné
hepatocytom (HLC) odvodili od iPSC a v roku 2014 vedci prvykrat zistili, ze HBV moze
infikovat’ HLC odvodené z iPSC. Ukazali, Ze HBsAg bol efektivne produkovany v supernatante
po infekcii; hladiny HBsAg vSak postupne klesali na zakladné hodnoty. V jednej zo Studii vedci
pozorovali zvySenie sekrécie HBsAg v supernatante kultary az 17 dni po infekcii HBV v iPSC-
HLC. To naznadovalo, ze iPSC-HLC médzu podporovat dlhodobt infekciu HBV. Dalsi
vyskumnici toto zistenie podporili, ked’ vyuzili 'udské HLC odvodené od iPSC ako robustny a
pohodIny model in vitro na §tadium HBV. IPSC-HLC teda poskytujt sl'ubny model infekcie HBV
in vitro a pripravuju cestu k disekcii zdkladnych mechanizmov infekcie HBV a vyvoja novych

liekov proti HBV (Wose Kinge et al. 2020).

Ludske bunky podobné hepatocytom (HLC)

Ludské bunky podobné hepatocytom (HLC) st generované z indukovanych pluripotentnych
kmenovych buniek alebo embryonalnych kmenovych buniek. St citlivé na HBV a podporujt
obmedzenu produkciu a Sirenie virusu (Konig et al. 2019). Ukézalo sa, ze bunky podobné
hepatocytom pochéadzajtice z l'udskych kmetiovych buniek (hHLC) st sTubnym novym néstrojom
na $tadium HBV a inych hepatotropnych virusovych infekcii in vitro. Tieto hHLC st fyziologicky
podobné PHH, maji pomalu diferenciaciu, st dostupné pre dlhodobt in vitro infekciu a je mozné
s nimi geneticky manipulovat’. Predchddzajtce Stadie preukézali, ze hHLC odvodené z 'udskych
kmenovych buniek boli expandovatel'né v peceni mysi a boli permisivne pre infekciu virusom

hepatitidy C (Yuan et al. 2018).

V poslednej dobe si T'udské bunky podobné hepatocytom diferencované od Tudskych
embryonalnych kmenovych buniek (ESC) a indukovanych-pluripotentnych kmenovych buniek
(iPSC) ziskali velki pozornost’ nielen vdaka prisl'ubu regenera¢nych lickov, ale aj kvoli ich
potencialu pre modelovanie metabolizmu lickov a patogénnu infekcia in vitro (Sakurai et al.

2017).
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5.8 Zvieracie modely

Simpanz

Simpanzy st jedinymi imunokompetentnymi zvieratami, ktoré st Giplne nachyIné na infekciu
Pudskym HBV. Pri stimulécii infekénym sérom sa u Simpanzov vyvinie akatna a chronicka
infekcia HBV so sprievodnou hepatitidou a bunkovym imunitnym profilom podobnym profilu

pozorovanému u pacientov infikovanych HBV (Allweiss a Dandri 2016).

Simpanzy boli zarovei nevyhnutné pre $tadie bezpenosti a vyvoj vakciny proti HBV.
V priebehu niekol’kych rokov sa uskutociiovali infekéné Stadie s roznymi velkostami ockovace;j
latky a r6znymi virusovymi kmeiimi. UplatniteI'nost’ terapeutického ockovania ako moznej
moznosti lieCby u chronicky infikovanych pacientov sa tiez skimala pomocou Simpanzov,
napriklad DNA vakcin alebo terapeutickych protilatok. Neddvno bola imunitna modulacia
na zvySenie antivirusovej imunity prostrednictvom aktivacie TLR-7 skiimana u Simpanzov
chronicky infikovanych HBV, kde liec¢ba peroralne aktivnym agonistom TLR-7 viedla k zniZeniu
markerov HBV a zlepSeniu funkcii imunitnych buniek pri suasnom zvyseni apoptdzy

hepatocytov (Allweiss a Dandri 2016).

Simpanz bol pouzity pre niektoré $tidie antivirusovej Géinnosti a je jedingm modelom
pre Stidie adaptivnej imunity a odpovede na vakcinu. V roku 1997 sa ukazalo, Ze transkripty RNA
z konsenzualnych klonov genotypu la iniciuju infekciu po intrahepatélnej injekcii Simpanzom,
¢o definuje kritické genetické prvky HCV. V stcasnosti su k dispozicii klony genotypov 1-4
infek&né pre Simpanzy (Scheel a Rice 2013).

Nase vedomosti o zivotnych cykloch obidvoch virusov (HBV, HCV) a vyvoji
zodpovedajucich antivirusovych liekov stazuje nedostatok I'ahko manipulovatelnych malych
zvieracich modelov pre oba patogény. Aj ked s Simpanzy nachylné na obe infekcie, ich pouzitie
je obmedzené z etickych a praktickych dovodov (Bissig et al. 2010). V roku 2013 Narodny institat
zdravia vyrazne obmedzil pouzivanie l'udoopov kvoli velkym etickym obavam. Buduci vyskum

bude teda este viac zavisiet’ od alternativnych néstrojov vyskumu (Allweiss a Dandri 2016).

Makak

HBYV je povodny pre Simpanzy a iné primaty, ako st gibony a gorily, u ktorych sa na rozdiel
od ¢loveka vieobecne vyvinie iba mierne ochorenie pe¢ene. Usilie o prechod HBV na mensie
primaty (okrem c¢loveka) bolo netspesné. Jedinou vynimkou boli zatial' makaky, u ktorych sa
preukazalo, ze podporuja replikaciu HBV po intrahepatalnej inokulacii konstruktov HBV DNA,
¢o vedie k samolimitujucej hepatitide. Dalej sa zistilo, Ze makaky cynomolgus z ostrova
Mauricius boli prirodzene infikované l'udskym HBV. HBV izolovany z tychto chronicky
infikovanych opic mohol byt pasdZovany neinfikovanym makakom barbarskym. Okrem toho

primarne hepatocyty izolované z makakov cynomolgus mézu podporovat’ replikaciu HBV, ked’
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sa genomy HBV prenasaji rekombinantnou bakulovirusovou transdukciou. Preto st potrebné
d’alsie Studie s cielom posudit, do akej miery mozu tieto velké odchované zvierata predstavovat

novy model vyskumu pre imunologické a antivirusové Stadie (Allweiss a Dandri 2016).

Uvadza sa, Ze mauricijské makaky cynomolgus maju pretrvavajucu infekciu HBV. Aj ked’
makaky rhesus nie st prirodzene nachyIné na infekciu HBV, transgénna expresia l'udského NTCP
v ich hepatocytoch umoziuje infekciu HBV. Infekcia HBV pretrvavala u 2 transgénnych
makakov, ¢o viedlo k indukcii odpovedi T-buniek Specifickych pre HBV, zatial’ co HBV sa rychlo
eliminovala z 2 d’alSich makakov. Tieto makaky by mohli byt’ uzitoénym, imunokompetentnym

primatom na $tudium infekcie HBV (Hu et al. 2019a).

Tupaia

Tupaia patri medzi malé cicavce, ktoré sa svojim vzhl'adom podobaji vevericiam a zdiel'aju
zna¢nu homolégiu s 'ud'mi aj primatmi. Genomicka analyza odhalila, Ze rod Tupaia ma blizsie
k Tud’om ako ku hlodavcom. Aj ked’ boli kedysi klasifikované ako primaty, tak neskor ich studie
zaradili do vlastnej Celade Tupaiidae (Tsukiyama-Kohara a Kohara 2014). Kvoli uzkemu
fylogenetickému vztahu medzi primatmi a Tupaia belangeri méze HBV tieto zvierata prechodne
infikovat’ (Allweiss a Dandri 2016). Ide teda v podstate o jediné zviera, ktoré nie je primat a je
experimentalne citlivé na infekciu HBV (Hu et al. 2019a, Allweiss a Dandri 2016) a tiez na HCV
(Tsukiyama-Kohara a Kohara 2014).

In vivo infekcia dospelych zvierat vedie k miernej a prechodnej infekcii s nizkou uroviiou
virusovej replikacie (Hu et al. 2019a, Allweiss a Dandri 2016). V niektorych studiach sa
pozorovala fibroza pecene a rozvoj HCC, zatial’ ¢o v inych sa zaznamenal rychly klirens HBV
(Hu et al. 2019a). Allweiss a Dandri (2016) navyse udavaju, ze infekcia novorodencov zvierat
HBYV vyvolala chronicku infekciu so strednymi hladinami virémie a imunitne patologické zmeny

v peceni dlhodobo infikovanych zvierat.

Tupaia sa povazuje za vel'mi vhodny pouzivany model na $tudium virusovej infekcie a tiez
pri predklinickom vyvoji lieckov. Na druhej strane je ich pouzitie v suCasnosti spojené
s problémami (Tsukiyama-Kohara a Kohara 2014). Ide o pomerne vel'ké zvierata, s ktorymi sa
v zajati tazko manipuluje a ktoré nie su 'ahko dostupné (Inuzuka et al. 2014). Taktiez sa udava,
Ze u tychto in vivo modelov je nizka ucinnost’ infekcie a experimentdlne obmedzeniami najma
v dosledku nedostatku inbrednych kmeniov Tupaia (Allweiss a Dandri 2016). Nakol'ko st
hepatocyty Tupaia vhodné na in vitro Studie infekcie HBV, tak predstavujii priaznivejsiu
alternativu vol'by (Allweiss a Dandri 2016). Tieto modely boli pouzité napriklad na identifikaciu
NTCP ako receptora HBV (Hu et al. 2019a, Tsukiyama-Kohara a Kohara 2014). Navyse bolo
identifikovanych niekol’ko rovnakych vysoko konzervativnych a variabilnych génov u Tupaia

ako u l'udi. Relativne vysoka homologie bola pozorovana medzi ¢lovekom a Tupaia pri HCV.
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ISlo napriklad o virusovy receptor CD81, SR-BI, proteiny tesného spojenia claudin I a okluzin I,
najmd v povrchovych glykoproteinovych oblastiach receptora a virusu, ktoré interaguju s

transmembranovymi proteinmi (Tsukiyama-Kohara a Kohara 2014).

Modely mysi

Transgénne mysi

Mysi st najlepSie charakterizované a najpohodlnejSie malé laboratdrne zvieratd, ale nemozu
byt infikované HBV. Na prekonanie tychto obmedzeni sa vygenerovali geneticky modifikované
mysi exprimujuce bud’ jednotlivé virusové proteiny, alebo cely gendom HBV (Allweiss a Dandri
2016). HBV transgénne myS$i exprimuju jednotlivé virusové proteiny (obalovy, jadrovy,

prejadrovy alebo X protein) alebo vetky virusové gény (Hu et al. 2019a).

Spociatku sa konstruovali transgénne mysi exprimujice kazdy virusovy protein. Tieto mysi sa
pouzili na vyhodnotenie virologie a onkogénneho potencialu kazdého virusového proteinu. Potom
boli generované transgénne mysi exprimujuce Uplny replikon HBV. Tento model produkuje
infek¢né viriony a umozioval testovat’ ucinnost’ antivirusovych latok, ako st inhibitory HBV,
siRNA a cytokiny in vivo (Hwang a Park 2018). Pomocou transgénnych mysi pre cely gendm
HBV bola zistena schopnost mySich hepatocytov produkovat infekéné viriony HBYV,
morfologicky nerozoznatelné od viriénov pochadzajucich z ¢loveka (Hu et al. 2019a, Inuzuka et
al. 2014). Pretoze tieto mysi su transgénne pre HBV, tak nemaju potencial virusového klirensu
(Hu et al. 2019a). Navyse, ked’Ze st imunologicky tolerantné voci virusovym proteinom a u mysi
produkujucich HBV nebolo pozorované ziadne poskodenie pecene, tak Stadie preukdzali, ze
samotny HBV nie je cytopaticky (Allweiss a Dandri 2016, Hwang a Park 2018). Studie
vyuzivajuice HBV transgénne myS$i teda objasnili, ze HBV nie je priamo cytopaticky
pre hepatocyty a Ze patogenéza ochorenia aj virusovy klirens st sprostredkované antivirusovou
adaptivnou imunitnou odpoved’ou na HBV (Inuzuka et al. 2014). Patogénne funkcie adaptivnej
imunity boli demonStrované pozorovanim, ze adoptivny prenos HBV-antigén-Specifickych
cytotoxickych T buniek (CTL) na HBV transgénne mysi sposobuje u tychto mysi akutne
nekroinflamaéné ochorenie pecene, pri ktorych samotna replikacia HBV nevykazuje ziadny

cytopaticky uc¢inok (Hwang a Park 2018, Inuzuka et al. 2014).

Najdolezitejsim zistenim v tomto modeli bolo, Ze antigén-Specifické CTL nesposobuju iba
hepatocelularne poSkodenie, ale tiez necytopaticky inhibuju expresiu génu HBV a replikaciu
virusu. Virusovy klirens je Uplne blokovany protilatkami pre IFN-y a TNF-a, ¢o naznacuje, Ze
tieto cytokiny su zodpovedné za necytopaticky antivirusovy ucinok CTL (Allweiss a Dandri
2016, Inuzuka et al. 2014). Dolezitost CTL v patogenéze ochorenia a virusovom klirense bola

dalej potvrdena studiami Simpanzov infikovanych HBV (Inuzuka et al. 2014).
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V polovici 80. rokov sa na $tudium tlohy a onkogénneho potencialu tychto proteinov HBV
pouzili prvé HBV transgénne mysi selektivne exprimujtice proteiny HBV, ako st HBsAg, HBeAg
alebo HBx. Ukézalo sa napriklad, Zze samotnd produkcia HBsAg nevedie k zapalu pecene.
Expresia HBsAg spolu s nadmernou expresiou vel'kého antigénu vSak viedla k jeho akumulécii
v ER, ¢o viedlo k nekroinflamativhym reakcidm a naslednému vyvoju HCC. Je zaujimavé, Ze
vysSia rychlost’ bunkovej proliferacie a nésledny vyvoj HCC bola pozorovand u tych
transgénnych mysi, ktoré exprimovali vysoké hladiny HBsAg (Allweiss a Dandri 2016). Mysi
transgénne pre protein HBx viedli ku kontroverznym vysledkom, pokial’ iSlo o ich onkogénny
potencial. Aj ked prvé spravy ukazali, Ze u mysi exprimujtiicich HBx sa vyvija HCC, d’al$ie §tadie
v nasledujucich rokoch naznacuju, ze samotny HBx nestaci na vyvolanie vyvoja nadoru, ale sluzi
skor ako senzibilizator na chemické karcinogény alebo iné bunkové onkogény (Allweiss a Dandri

2016).

Transfektované mysi

Na prekonanie obmedzeni HBV transgénnych mysi sa pouzivaju vektory na zavedenie HBV
DNA do pecene mysi (Hu et al. 2019a). Hydrodynamicka transfekcia mySej pecene gendémom
HBYV sa pouzila na stidium imunobiolégie HBV, ale nepodporuje virusovu infekciu (Bissig et al.
2010). Tento proces zahfiia rychle vstreknutie velkého mnozstva tekutiny cez chvostovu Zzilu.
Hydrodynamicka injekcia plazmidov nesucich nadmernu dizku HBV 1,3X ma za nasledok
vysoké hladiny replikacie HBV, vysoké hladiny HBV DNA v krvi a adaptivnu imunitn( reakciu,
ktora vyc¢isti HBV. Systém bol upraveny tak, aby sa stanovila perzistencia HBV a aby sa umoznili

Studie imunitnej tolerancie voci virusu (Hu et al. 2019a).

HBV DNA sa moze tiez dodavat’ do mySich hepatocytov prostrednictvom adenovirusov
(AdV) alebo vektorov zalozenych na adenovirusoch. Produkcia proteinu HBV bola pozorovana
az 3 mesiace po intravenéznej injekcii AdV-HBYV, po ktorej nasledoval klirens HBV odpoved’ami
sprostredkovanymi B-bunkami a T-bunkami. Hydrodynamické injekcie a vektory AdV mozu
indukovat’ vrodené imunitné odpovede, takZe nalezy z tychto systémov by sa mali interpretovat’
opatrne. Nakoniec tieto systémy moézu duplikovat’ sérokonverziu HBeAg alebo HBsAg

bez prejavov ochorenia pecene (Hu et al. 2019a).

Hepatocyty z transfekovanych mysi neobsahujt HBV cccDNA, ale mohlo by k tomu dojst’
d’alSou genetickou manipuldciou mysi. Okrem ulohy pri §tddiu imunitnych odpovedi pocas
akutnej infekcie HBV sa na hodnotenie antivirusovych latok a stratégii na vyvolanie imunitnej
odpovede proti HBV pouzili aj systémy hydrodynamickej injekcie a adeno-asociovaného virusu
HBV. Hydrodynamickd injekcia siRNA, ktord zniZzuje expresiu oblasti HBV DNA, je
konzervovana medzi genotypmi alebo siRNA a znizuje expresiu konzervovanych oblasti génu X,

znizila hladinu HBsAg u mysi (Hu et al. 2019a).

97



Imunodeficientné mysi

Imunodeficientné mys$i s l'udskymi hepatocytmi poskytuji komplikovany, ale uZzitocny
zvieraci model pre Studie vstupu, replikacie a vrodenej (nie adaptivnej) imunity. V alternativnych
pristupoch bol HCV upraveny na infikovanie mysich buniek alebo samotnych mysi, ktoré boli
geneticky humanizované, aby umoznili vstup HCV. Tento pristup je stale obmedzeny kvoli nizke;j
virusovej replikacii a produkcii virusu (Scheel a Rice 2013). Imunodeficientnd uPA mys
umoziuje repopulaciu pecene l'udskymi hepatocytmi, ktoré mézu byt infikované HCV alebo
HBYV. Mysi model uPA ma vsak urcité obmedzenia, ktoré zahfiiaji nadmernt timrtnost’, nizku

ucinnost’ chovu, transgénnu reverziu a celkové spravovanie kolonii (Bissig et al. 2010).

Humanizované chimérické mysi

Pretoze mysi nie su prirodzenym hostitelom HBV, nie je mozné u transgénnych mysi alebo
mysi s replikbnom HBV s§tudovat’ cely infekény proces (od vstupu virusu po syntézu cccDNA a
intrahepatalne Sirenie). Z tohto dévodu je potrebny model I'udskej peceiiovej chimérickej mysi
(Hwang a Park 2018). Na stidium infekcie HBV su najbeznejsie pouzivané mysi, ktoré exprimuji
aktivator plazminogénu urokinazového typu pod kontrolou albuminového promoétora (alb-uPA) /
mysi s tazkou kombinovanou imunodeficienciou (SCID) (Hu et al. 2019a, Hwang a Park 2018).
Tieto mySi maji ako novorodenci subakutne zlyhanie pecene, ale ich peCen sa moze

rekonstituovat’ s l'udskymi hepatocytmi (Hu et al. 2019a).

Po spatnom krizeni mysi alb-uPA s imunodeficientnymi mySami sa I'udské hepatocyty zavedu
intrasplenickou injekciou. Dalej sa rozmnoZuje a znovu osidl'uje malé mnoZstvo hepatocytov,
ktoré sa dostanu do poranenej pecene. Engraftované 'udské hepatocyty sa potom udrzuju stabilne.
Tento model mysSi ma vSak niekolko nevyhod, medzi ktoré patri neplodnost, potencialne

smrtel'né krvacanie a poruchy obli¢iek (Hwang a Park 2018).

Chiméry mézu byt infikované virusmi HBV a ich infikované $tepené l'udské hepatocyty
generuju funkéné HBV cccDNA a Sirenie virusov. Pretoze tieto mys$i nemaju imunitny systém,
nepouzivaju sa na $tidium antivirusovej imunitnej odpovede. Avsak l'udské T bunky mozu byt
prenesené do mysi, aby sa Studovala ich odpoved’ na infekciu I'udskych hepatocytov HBV (Hu et
al. 2019a).

Chimérické mysi preto poskytuju jedinecné platformy na stGdium mechanizmov tvorby
cccDNA HBV a priamych $tadii antivirusovych latok. Napriklad sa zistilo, Ze myrcludex B,
blokuje de novo infekciu 'udskych hepatocytov HBV a virusom Sirenym v chimérach FRG (Hu

et al. 2019a).
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7. DISKUSIA

Virusy HBV a HCV vyuzivaji mnozstvo u€innych faktorov a mechanizmov na zahijenie
svojho vstupu do bunky, kde nésledne dochddza kich replikacii, skladaniu, dozrievaniu a
naslednému vystupu novych Castic z bunky za uc¢elom efektivneho mnozenia sa v organizme. Ich
zlozity zivotny cyklus, schopnost’ pretrvavat’ v organizme, ¢i rozvoj rezistencie na lieciva, robi
z tychto virusov tazko liecitel'ny ciel. V pochopeni zivotného cyklu virusov HBV a HCV nastal
v poslednych rokoch obrovsky pokrok. Na druhej strane, niektoré otdzky ostavaju stile

nezodpovedané a nazory vedcov sa nie vzdy jednoznacne zhoduju.

Ak sa na to pozrieme postupne, tak v pripade vstupu HCV sa vyskumnici zhoduju na tom, Ze
vyuziva na svoj vstup klatrinom sprostredkovanti endocytézu. Avsak v pripade vstupu HBV to
uz také jednoznacné nie je. Nastala totiz otazka, ¢i HBV vyuziva na svoj vstup klatrinom, alebo
kaveolinom sprostredkovant endocytozu. Herrscher et al. (2020) tito nejasnost’ vo svojom ¢lanku
aj spomenuli. Chakraborty et al. (2020) napriklad uvadzaji, ze virus HBV pouziva tak ako
klatrinom sprostredkovanu endocytdzu, tak aj na kaveoline zavislé endocytové drahy. Herrscher
et al. (2020) uviedli, Ze na iniciaciu produktivnej infekcie v bunkach HepaRG vyuziva HBV
vstupnu cestu sprostredkovanu kaveolinom-1. AvSak v inej §tidii po oSetreni primarnych Tupaia
hepatocytov chemickymi inhibitormi kaveolinom sprostredkovanej endocytdzy sa infekcia HBV
nezhorsila. To Zze HBV vyzaduje vstupnu cestu sprostredkovanu kaveolinom-1 na zahéjenie
produktivnej infekcie v bunkach HepaRG uviedli aj Macovei et al. (2010) a zaroven popieraju,
ze by HBV vyuzival klatrinom sprostredkovanu endocytdzu. Niektoré Studie na druhej strane
tvrdia presny opak a to, ze HBV vyuziva klatrinmi sprostredkovanu endocytézu. Zmienili sa
o tom napriklad Hwang a Park (2018), ktori uviedli, ze NTCP umoziuje virionu HBV prechadzat’
cez plazmatickii membranu prave pomocou klatrinmi sprostredkovanej endocytozy. Herrscher et
al. (2020) pise, ze sa skuto¢ne ukazalo, Ze doména preS1 obalovych proteinov HBV interaguje s
klatrinom a proteinovym adaptérom 2 (AP-2) pocas vstupu do imortalizovanych Tl'udskych
primarnych hepatocytov. Tento vysledok bol navyse potvrdeny vyznamnym poklesom infekcie
HBV po stlmeni klatrinového tazkého retazca (CHC) a AP-2. Stadia uskutoénend v roku 2018
skiimala absorpciu HBV do buniek HepG2-NTCP a preukazala, ze silibinin (liek o ktorom je
zname, ze inhibuje klatrinom sprostredkovant endocytozu), znizoval vstup HBV. Okrem toho,
analyza elektronovou mikroskopiou odhalila, ze Castice HBV boli pritomné vo vezikulach
potiahnutych klatrinom v skorom Stadiu infekcie. Tieto idaje teda potvrdzuji predstavu, Ze
klatrinom sprostredkovana endocytéza je hlavnym spdsobom vstupu pre HBV, aj ked

kaveolinom sprostredkovana endocytdza mozno taktiez zohrava urcita alohu.

Objavenie NTCP malo teda za nasledok obrovsky pokrok vo viacerych oblastiach. Primarne

hepatocyty Tupaia a bunkova linia HepaRG prispeli k objasneniu virusovej vstupnej drahy a
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ulohy virusovych proteinov vo vstupnom procese. Objavenie NTCP ako vstupného receptora pre
HBV (HDV) viedlo k vytvoreniu modelov bunkovych kultir u¢innych na infekciu HBV a
k identifikacii novych antivirusovych zlucenin. Watashi a Wakita (2015) tvrdia, ze zrazenie
endogénneho NTCP v HepaRG, PTH a primarnych ludskych hepatocytoch (PHH) viedla
k zniZeniu infekcii HBV a zaroven, Ze ektopické expresia NTCP prepoziciava virusovu citlivost’
bunkdm HepG2 a Huh-7, ktoré inak nepodporuju infekciu HBV. Tento posledny fakt potvrdzuju
aj d’alsi ako napriklad Thomas a Liang (2016), Allweiss a Dandri (2016) alebo Wose Kinge et al.
(2020). Yan et al. (2015) tato skutocnost’ spomenuli tiez, ale zmienili sa o tom len v pripade
buniek HepG?2. Tieto, ale aj d’alSie udaje potvrdzujt, Ze NTCP je nevyhnutny pri HBV a zaroven,

zdoraznuju jeho dodlezitu ulohu pri umozneni nachylnosti buniek na infekciu.

To, ze NTCP je hlavnym vstupnym receptorom pre HBV (HDV) bolo spomenuté vo viacerych
studiach. AvSak zohrava NTCP nejaku tlohu aj pri HCV? V jednej stadii exogénna expresia
NTCP v bunkéch hepatomu Huh7.5.1 zvysila infekciu HCV, zatial’ ¢o potlacenie expresie NTCP
znizilo vstup HCV (Verrier et al. 2016a). Na skiimanie u¢inku expresie NTCP na HCV infekciu
sa bunkova linia Huh7.5.1 transdukovala, aby exprimovala 'udsky NTCP. Bunky Huh7.5.1-
NTCP exprimovali vyznamne vysSie hladiny NTCP mRNA a proteinov a povrchové hladiny
NTCP ako povodné bunky Huh7.5.1. Na postdenie, ¢i expresia NTCP ovplyviiuje infekciu HCV
sa pouzili HCVcc a HCVpp roznych genotypov. Expresia NTCP vyznamne zvysila infekciu
HCVcc (Jcl a JcR2A) a vstup HCVpp (genotypy 1b, 2a, 3a a 4) v porovnani s pdvodnymi
(rodi¢ovskymi) bunkami. Uloha NTCP pri infekcii HCV sa potvrdzovala umléanim expresie
NTCP v bunkach Huh7.5.1-NTCP pomocou siRNA zameranej na NTCP pred infekciou HCVcc.
Po umlcani NTCP v bunkach Huh7.5.1-NTCP sa celkova expresia proteinu znizila o priblizne
80%, ¢o zodpovedalo vyznamnému zniZeniu infekcie HCVcc (Verrier et al. 2016a). Eller et al.
(2018) uvadzaji, ze NTCP ul'ahcuje infekciu HCV modulaciou vrodenych antivirusovych reakcii
prostrednictvom funkcie transportu zlcovych kyselin. Ked’ze sa ukazalo, ze ZI¢ové kyseliny
zvySuju replikaciu HCV, tak je pravdepodobné, Ze expresia a aktivita NTCP moduluje infekciu
HCV prostrednictvom multimodalneho mechanizmu G¢inku. Verrier et al. (2016a) v ¢lanku
udavaju, Ze pouzitim analyz microarray v bunkovych linidcch a PHH sa zistilo, ze transport
zl¢ovych kyselin sprostredkovany NTCP reguluje vrodené antivirusové reakcie, ¢im inhibuje
infekciu HCV a odhal'uje tak jeho regulac¢nu ulohu pri infekcii hostitel'skymi bunkami HCV a
potencidlnu imunomodulacnti aktivitu. Na rozdiel od HBV ale nebola identifikovand Ziadna
priama interakcia medzi obalovymi proteinmi HCV a NTCP. Namiesto toho sa zistilo, Ze funkcia
transportéra zI€ovych kyselin NTCP je dodlezita pre vstup HCV. Je zname, Ze ZICové kyseliny
moduluji bunkové antivirusové reakcie inhibiciou signalizacie interferénu typu I a tym znizuju
expresiu génov stimulovanych IFN (ISG). Ukazalo sa, ze NTCP reguluje infekciu HCV indukciou
represie ISG sprostredkovanej zICovymi kyselinami v hepatocytoch vratane IFITM1, IFITM2 a
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IFITM3. Je zname, Ze tieto transmembranové proteiny obmedzuji vstup niekol’kych virusov,
vratane HCV. IFITM1 blokuje interakciu medzi HCV a jeho receptormi, zatial’ ¢o IFITM2 a
IFITM3 inhibuju vstup v kroku po endocyt6ze blokovanim uvol'fiovania viriénov do cytoplazmy

(Eller et al. 2018).

Oproti HBV alebo HDV, ktor¢ pre svoj vstup vyZaduju priamu interakciu s NTCP, tak NTCP
moduluje vstup HCV nezavisle od mechanizmov priamej vézby. Taktiez je dost malo
pravdepodobné, Zze by uc¢inok NTCP na infekciu HCV zahtiial HCV E2 alebo viazobné faktory
CDS81 a SR-BI. Expresia NTCP nemodulovala ani expresiu vstupnych faktorov CLDN1 a OCLN
alebo EGFR (Verrier et al. 2016a). Navyse, ¢inidla zamerané na NTCP v klinickom vyvoji moézu
tiez inhibovat’ infekciu HCV, Co je zaujimavé najma u pacientov so sucasnou infekciou HBV /
HDV / HCV (Verrier et al. 2016a). Myrcludexom B sprostredkovana inhibicia NTCP blokuje
import zl¢ovych kyselin, ¢o nasledne stimuluje expresiu ISG a inhibuje vstup HCV a infekciu
(Eller et al. 2018). V jednej zo studii sa skimala lloha NTCP v suvislosti s prenosom z bunky
na bunku a vysledky naznacuju, ze NTCP moze skutocne zohravat’ tilohu aj v tomto Sireni medzi
bunkami (Verrier et al. 2016a). VSetky tieto zistenia v suvislosti s NTCP podporuja jeho zédsadna
ulohu v zmysle interakcie virusu s hepatocytmi. BlizSie skimanie funkcie NTCP v suvislosti
s HCV by mohlo znamenat’ vel'ky krok vpred, av§ak v sti€asnosti su potrebné blizsie vyskumy,
nakol’ko je tato problematika v ¢lankoch malokedy spomenuta. Mdze to byt’ aj faktom, ze NTCP
sa v ¢lankoch spaja najmi v suvislosti s HBV a HDV a v pripade HCV existuje stale malo
informdcii o problematike v spojitosti s NTCP. Podstatné ale je, ze si vedci tito skuto¢nost

uvedomuju a v blizkej dobe by sa tak mohlo objavit’ zna¢ne va¢sie mnozstvo Studii.

Virusové hepatitidy B a C st charakteristické svojou schopnost’ou pretrvavania v organizme
aj po vymiznuti primarnej infekcie. V pripade HBV sa v tejto suvislosti spomina cccDNA, ktora
je schopna nastartovat’ opédtovne cyklus infekcie a navyse pretrvadva v organizme v dostatocne
stabilnej forme. U HCV je dovod perzistencie menej jasny. Lohmann (2019) uvadza, Ze pozitivne
retazové RNA virusy zvyc€ajne sposobuju skor akttne ako perzistentné infekcie, avSak HCV je
vynimkou, nakolko spOsobuje pretrvavajuce infekcie u 70% infikovanych oséb. Biologia
chronicity HCV a potencidlne mechanizmy, ktor¢ HCV vyuZzivaji na perzistenciu, nie st
dostatocne pochopené. Urc€ité mechanizmy boli predpokladané najmé na zaklade nalezov z inych
chronickych virusovych infekcii, ako je virus 'udskej imunodeficiencie (HIV) a HBV. Avsak
v poslednych rokoch doslo k narastu §tadii, ktoré ukazuji, ze HCV prijima nespocetné mnozstvo
mechanizmov na zrusenie virusovo §pecifickych imunitnych odpovedi u hostitel'a s cielom
nastolenia perzistencie. Ide najmé o virusové tnikové mutacie, virusovy rast na privilegovanych
miestach a antagonizmus (Barathan et al. 2018). Uplné pochopenie vietkych potrebnych aspektov

perzistencie virusu HCV v organizme by mohlo byt velmi zasadnym, nakolko hovorime
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o jednom z hlavnych problémov v stvislosti s liecbou. Na druhej strane by to ale nemuselo

znamenat l'ahko rieSitelny ciel’, ako to vidime prave v pripade HBV (cccDNA).

Pretrvavajice infekcia HBV a HCV su navySe jednym z hlavnych rizikovych faktorov
pre rozvoj HCC. Hu et al. (2019b) uviedli, Ze HBV je necytopaticky virus a nekoduje prototyp
onkogénu. Poskodenie pecene je sposobené imunitnou odpovedou hostitel’a, ktora vedie k zapalu,
apoptoze a regeneracii a tiez k hromadeniu genetickych a epigenetickych zmien. Genomicka
nestabilita v dosledku integracie HBV DNA a zhorSenej opravy DNA, moze byt tieZ vyznamnym
faktorom prispievajiicim k hepatokarcinogenéze (Hu et al. 2019b). NerieSeny zapal vyznamne
prispieva k rozvoju a progresii HCC. V tejto suvislosti je dolezité vytknut fakt, ze v pripade HCV
je velky problém pri diagnostike tohto ochorenia a véc¢Sina pacientov je asymptomatickych, ¢o
ma za nasledok, ze dochadzaju k lekdrovi az ked’ je ochorenie v znacne pokrocilom §tadiu. Je
nutné podotknit’, Ze aj ked’ chronicka infekcia HBV / HCV / HDV vedie k vyS$Sej miere vyvoja
HCC, tak nie u vSetkych trvale infikovanych jedincov sa rozvinie rakovina pecene. Toto
pozorovanie teda naznaCuje, Zze samotné virusy pravdepodobne nie si dostato¢né na vyvoj
rakoviny. Mitchell et al. (2015) v ¢lanku napisali, ze pocCas virusovej infekcie virusy generuji
IncRNA na ulahcenie indukcie cytopaticity a patogenity. NavySe, rast rakovinovych buniek si
vyzaduje aj preprogramovanie metabolizmu bunky a zahfiia tiez naruSenie normalnych
mechanizmov, ktoré reguluju bunkovy cyklus a tym prispievaju k rozvoju rakoviny. Pretrvavajuci
imunitne sprostredkovany zapal pecene a s tym suvisiace fibrogénne reakcie na hojenie ran su
pravdepodobne délezitymi faktormi rakoviny pecene pri CHC. Aktivované zapalové bunky
podporuju prokarcinogénne mikroprostredie uvolnovanim reaktivnych foriem kyslika (ROS) a
dusika (RNS) a indukuju peroxidaciu lipidov. Expresia niektorych proteinov HCV, najma
jadrového a NS5A moze tiez priamo prispievat’ k indukcii oxida¢ného stresu (Mitchell et al.
2015). Jedinci s CHB vykazuja 1,5- az 4-krat vys$siu hladinu oxida¢ného stresu (produkty
8-oxoguaninovej DNA, peroxidacia lipidov, oxidacia proteinov, znizena hladina antioxida¢ného
enzymu glutationu a vyssie oxida¢né formy) v peceni a plazme / sére v porovnani s HBV
negativnymi jedincami. Extracelularny oxida¢ny stres médze byt imunitne sprostredkovany
expresiou prozapalovych cytokinov alebo uvolnovanim ROS z bunkovej destrukcie. Vnutorny
oxidac¢ny stres v ER a mitochondriach moéze byt’ sprostredkovany proteinmi spojenymi s HBV

HBsAg, HBcAg a HBx (D'souza et al. 2020).

Vyvoj dvoch odlisnych skupin antivirusovych latok proti hepatitide C, DAA a HTA, viditel'ne
ovplyvnil moznosti liecby HCV. Mali za désledok najméa vysSiu mieru SVR v ramci infikovanych
pacientov a znizenie neziadtcich vedlajSich ucinkov v porovnani s predoslou Standardnou
lieCbou. V poslednych rokoch presla terapia HCV revoltciou schvalenim viacerych DAA, ktoré
umoziuju liecbu bez IFN so znaénym zlepSenim SVR nad 90%. Eliminacia HCV je mozna

pomocou DAA, ale takato lieCba ma stale niekol’ko nevyhod. Ide najmé o obmedzeny pristup k
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lieCbe, zlyhanie lieCby u niektorych pacientov a pretrvavajuce riziko vzniku HCC po lie¢be u
pacientov s pokrocilou fibrozou (Crouchet et al. 2018). Kitab et al. (2021) uviedli, Ze diskusia
ohl'adom DAA v stvislosti s HCC stale pokracuje. Niektoré Studie ukazali, ze lieCba DAA nebola
spojena so zvySenym vyvojom HCC. Iné Stadie preukazali protichodné vysledky, ktoré
naznacuju, ze liecba DAA je spojena s narastom recidivy HCC u pacientov predtym vylie¢enych
transplantaciou pecene. Tieto zistenia spolo¢ne naznacuju, ze dohlad nad HCC by mal
pokracovat’ najma u pacientov s pokrocilou fibrozou a cirh6zou. Je zaujimavé, Ze pretrvavajuce
riziko vzniku HCC po SVR u pacientov lieCenych DAA vyvolava otazky o mechanizmoch, ktoré

udrziavaju riziko HCC u tychto pacientov po virusovej liecbe.

Rezistencia voci liekom zostava vyzvou v sicasnej a buducej liecbe hepatitidy C. Kone¢nym
cielom liecby HCV je rezim bez IFN, ktory je pangenotypovy a vysoko uc¢inny. Fofana et al.
(2014) spominajt, ze vstupné inhibitory zamerané na hostitel'a p6sobenim na bunkové ciele, ktoré
st menej nadchylné na mutacie moézu sposobit’ vyssiu genetickll bariéru. Na vylieCenie infekcie
HCV by mal totiz terapeuticky liek kombinovat’ silny antivirusovy t¢inok a vysoku geneticka
bariéru virusovej rezistencie. Na rozdiel od DAA, ktoré sa zameriavaji na virusové proteiny s
vysokou variabilitou, sa o¢akava, ze vicSina HTA bude mat’ vysoku geneticku bariéru virusove;j
rezistencie, pretoze hostitel'ské faktory st menej nachylné na mutacie. Okrem toho, HTA st
zvycajne genotypovo nezavislé, a tak vykazuju pangenotypovl antivirusovu aktivitu. Hlavnou
obavou pri pouzivani HTA je vsak ich interferencia s fyziologickymi funkciami cielenych
hostitel'skych faktorov, ktoré mozu vyvolat’ bunkov toxicitu a vedl'ajsie u¢inky mutacie (Kitab
et al. 2021). Vyskum HTA sa zameral na mnozstvo bunkovych hostitel'skych faktorov, ktoré su
potrebné pre vstup a replikaciu virusu HCV, ako je napr. receptor SR-BI, cyklofilin A (CypA),
3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA reduktiza (HMGCoA reduktaza), syntdza mastnych kyselin
(FASN) amiRNA-122. Takéto zacielenie sa na hostitel'ské faktory potrebné pre virusovu infekciu
je pravdepodobne atraktivnou doplnkovou stratégiou na rieSenie problémov DAA. Mdzeme teda
vSeobecne skonstatovat’, ze kombinacia HTA a DAA by mohla zlepsit’ lieCbu prostrednictvom

kombinovaného mechanizmu G¢inku a zlepsit’ tak liecbu tazko lie¢itenych pacientov s CHC.

Liecba CHB je narocnou a stale neuspokojivou oblastou na celom svete. Napriek vyvoju
peroralnych NA a roz§irenému pouzivaniu imunitnych stimulatorov, ako su IFN-a alebo PEG-
IFN-a je stale potrebné zlepsenie Standardov liecby CHB. Problém liecby CHB zacina samotnou
povahou virusu HBV. Dévodom je jeho zloZitost’ samotného replika¢ného cyklu, ¢o sice vedie
k viacerym potencialnym terapeutickym cielom, ale niektoré z nich zostavaji nezvladnutelné.
Mnozstvo §tadii vyzdvihuje lieCbu pomocou NA. NA maju ale zasadnti nevyhodu a to t0, Ze sa
nemozu zacielit' na cccDNA (Hu et al. 2019b). Tym padom NA nedokazu CHB vyliecit’, nakol’ko
cccDNA nad’alej pretrvava v jadre hepatocytov. Novym ciel'om terapie HBV je teda dosiahnut’

,.funkéné vylieCenie® alebo dokonca ,,absoltitne vylieGenie” so stratou / sérokonverziou HBsAg a
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klirensom cccDNA. Za¢inaju sa objavovat’ nové latky (DAA a HTA) pre CHB. Inhibitory vstupu
HBV, siRNA, inhibitory kapsidov, CRISPR / Cas9 sa zdaji byt ve'mi ti€inné ale st len v skorom
Stadiu vyvoja. Nové lieky zamerané na znizenie alebo eliminaciu cccDNA a / alebo HbsAg sa
taktiez zdaju byt sI'ubné. cccDNA je teda vynikajuci ciel’, pretoze elimindcia / kontrola cccDNA
vedie k liecbe HBV. Inhibitory nukleokapsidov inhibuja tvorbu a zhromazd’'ovanie Castic jadra,
¢o vedie k zlyhaniu produkcie zrelého virionu a blokovaniu dopliiovania cccDNA. Tieto liecebné
postupy by mohli napoméct’ manazmentu liecby CHB, avsak su potrebné d'alSie stidie, nie len

¢o sa tyka ich uc¢innosti, ale aj pripadnych neziaducich uc¢inkov.

Na predikciu infekéného cyklu virusu a na §tadium testovania novych lieiv zameranych
na hepatitidy st potrebné I'udské pecenové bunky, odrazajice funkciu organu in vivo. Okrem
toho musia byt bunky dostupné vo velkom pocte a v konstantnej kvalite. Kazdy zo sucasnosti
dostupnych zdrojov peceniovych buniek ma svoje Specifické vyhody, ale aj nedostatky. PHH sice
vykazuje funkcie podobné pecCeni, ale ich pouzitie vo vécSich skriningovych Stadiach je
obmedzené ich dostupnostou. Naproti tomu linie hepatémovych buniek a pluripotentné kmeniové
bunky sa vyznacuji vysokou proliferacnou kapacitou a bohatou dostupnostou, zatial’ o ich
pouzitiu brania urcité funkéné odchylky (bunky hepatomu) alebo neuplné dozrievanie
(pluripotentné kmetiové bunky). Pristupy zaloZzené¢ na komplexnych technologiach 2D a 3D
kultary su dolezité na zlepSenie prediktivnej hodnoty a spolahlivosti modelov pecene in vitro
vo farmakologickom vyskume a modelovani chordb (Zeilinger et al. 2016). Revill et al. (2019)
uviedli, ze transformovana povaha hepatomovych buniek ma za dosledok, ze uplne neodrazaja
primarne pecenové bunky. Aj ked’ st PHH prirodzené ciel'ové bunky na infekciu HBV in vivo,
tak je ich pouzitie obmedzené nutnostou pouzitia PEG a DMSO a vysokym mnoZstvom
vstupného virusu na infekciu. Navys$e st drahé, maju obmedzenu polarizaciu a Zivotnost’ in vitro.
Rozdiely medzi Sarzami ovplyviuji ucinnost’ infekcie a reakcie na infekciu. Z toho vyplyva, ze
idealne by bolo objavenie modelov in vitro, ktoré by eliminovali potrebu PEG a zabezpecili by
jednotnost’ infekcie medzi laboratoriami. Thomas a Liang (2016) zmienili, ze bunky HepG2, ktoré
stabilne exprimuju NTCP s vhodné na $tadium infekcie HBV infekénymi virionmi a tak sa
ulahcilo rutinné a spolahlivé stidium celého Zivotného cyklu HBV. Na druhej strane, Wose
Kinge et al. (2020) vo svojom ¢lanku piSu, Ze aj ked’ vylepsené techniky vyrazne zvysili G€innost’
infekcie buniek exprimujticich NTCP, systém stale nedokaze rekapitulovat’ cely zivotny cyklus
HBV. Ako dovod uviedli ten, Ze na rozdiel od in vivo, systém vyzaduje vel'mi vysoku multiplicitu
infekcie (MOI), infekcia je kratkodoba, nevedie k podstatnému rozsireniu virusu a je detegované
iba malé mnozstvo cccDNA. HLC diferencované in vitro od embryonalnych kmenovych buniek
alebo od indukovanych pluripotentnych kmenovych buniek a trojrozmerné mikrofluidné kultary

pecene maju Sancu tieto kritéria splnit’ a umoznit’ analyzu kompletného zivotného cyklu HBV.
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Vyvoj systému bunkovej kultury zaloZeného na klone HCV JFH-1 a bunkove;j linii hepatomu
Huh-7 pochédzajuceho z ¢loveka bol prelomom vo vyskume HCV (So a Randall 2021). Imunitne
oslabené modely mysi, ktoré rekapituluju cely zivotny cyklus HCV, boli uzito¢né pri skiimani
mnohych aspektov zivotného cyklu HCV vratane antivirusovych zdsahov. Mysi si ale vyzaduja
humaniziciu pecene, aby sa stali nachylnymi na infekciu HCV, pripadne sa virus moze
prisposobit’ prostrediu mySi. K dispozicii st imunokompetentné mysSi s (geneticky)
humanizovanou peceiiou, ale maju za nasledok d’al§iu optimalizaciu (Vercauteren et al. 2015).
Revill et al. (2019) uviedli, ze ani ziadny zo sticasnych zvieracich modelov HBV nie je optimalny,
najma v suvislosti s vyskumom liecby HBV. Od $impanza sa upustilo a jediny primat, ktory je
vyskumnej komunite k dispozicii je Tupaia. Tento model ma vsak tiez svoje nevyhody. Expresia
NTCP na hepatocytoch makaka po infekcii rekombinantnym virusovym vektorom viedlo
k infekcii HBV. Ak by sa tento model zlepsSil, mal by potencial nielen lepSie pochopit’
imunobiolégiu a patogenézu infekcie HBV a testovat’ imunomodulacné pristupy k liecbe
chronickej infekcie HBV, ale aj Studovat terapeuticky potencidl lickov zameranych na HBV
vratane tych, ktoré sa zameriavaju na cccDNA. NavySe dodavaji, Ze su presvedceni o tom, Ze
vytvorenie modelu ludského transgénneho makaka-NTCP by mohlo mat vysoka prioritu
pre vyskumna komunitu liecena HBV (Revill et al. 2019). Transfektované, transdukované alebo
transgénne mysi s gendmami HBV mo6zu podporovat’ len replikdciu HBV, pricom zivotny cyklus
HBYV je neuplny z dévodu nedostatoéného vstupu virusu, tvorby cccDNA a virusového Sirenia.
Ludské peceniové bunky podporujiice infekciu HBV sa transplantujii do imunodeficientnych
mysi. Tieto mysi, ale vykazuju zjavnli imunodeficienciu a ich udrzZiavacie systémy st velmi
zlozité (Guo et al. 2018). Napriek existencii modelov imunideficientnych humanizovanych mysi,
ktoré umoziuju stadie infekcie HBV a Sirenie in vivo, ako aj hodnotenie ucinnosti priamych
antivirusovych zlucenin v PHH infikovanych HBV, imunokompetentné modely mysi, ktoré su
nachylné na infekciu HBV zacinaju byt k dispozicii az teraz. Humanizované modely mysi tiez
umoznia $tudie o dlhodobych u¢inkoch liekov na udrZiavanie cccDNA. Dalii vyvoj modelov
dvojitej humanizovanej mySi (pefen a imunitny systém) umozni S$tudium imunitne
sprostredkovaného klirensu. NaruSenie su¢asného vnutrobunkového bloku proti infekcii HBV a
tvorbe cccDNA v mySich hepatocytoch by vytvorilo maly zvieraci model, ktory umoziuje
analyzu imunitnej odpovede na HBV, ktorda méze ulahlit’ eliminaciu a kontrolu cccDNA
sprostredkovantl imunitnym systémom, podobne ako klirens akutnej infekcie HBV (Revill et al.
(2019). Revill et al. (2019) sa taktiez domnievaju, Ze d’al$i vyvoj humanizovanych modelov mysi,
ktoré st pristupné infekcii HBV, by mal dostat’ vysoki prioritu vzhl'adom na ich vel’ky potencial

umoznit’ $tudie mechanizmov regulujucich metabolizmus a klirens cccDNA.
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8. ZAVER

Virusové hepatitidy B a C predstavuju uz dlhodobo znamy a t'azko rieSitelny problém. HBV
a HCV su charakteristické svojou perzistenciou v organizme, prechodom do chronického Stadia
ochorenia a rozvojom HCC, €o z nich robi dostatocne adekvatnu hrozbu pre I'udstvo. Ich veelku
zlozity zivotny cyklus spojeny s nedostatkom modelovych systémov do znac¢nej miery stazuje

vyvoj novych lieciv.

Vzhl'adom ale na neustalu snahu vedeckych pracovnikov sa objasnilo mnozstvo donedavna
neznamych mechanizmov a vstupnych faktorov (prelomovy NTCP), ¢im sa terapia tychto
ochoreni posunula za posledné roky vyrazne dopredu. Novo vyvijané lieCiva zahinajuce DAA
a HTA, preukazali oproti doterajsim lie¢ebnym postupom vyrazne lepSiu uc¢innost’. Stale s vSak
potrebné dalSie §tadie, vzhl'adom na ich efektivnost’, bezpecnost’ a mozné Gcinnejsie sposoby
kombinacie. Eliminacia HCV je vd’aka DAA moZn4, ¢o potvrdzuje vysoka miera SVR. Uplné
vylieCenie hepatitidy B je ale stile tazko dosiahnutelné. Aj ked sa v poslednych rokoch
zaznamenal obrovsky pokrok v manazmente liecby a sti¢asné liecebné postupy st primerané, tak
eSte stale nie st Uplne idedlne. NavySe je urgentna potreba novych, efektivnejSich a robustnych

modelovych systémov na zlep$enie nasich vedomosti o tychto hepatitidach.

Kombinécia zli¢enin zameranych na vstupné faktory a doplnkové kroky virusového Zivotného
cyklu, ako je replikacia sa zdaju byt sl'ubnym liecebnym postupom. Nie len naplnenie ciel'ov
lieCby, ale aj v€asna identifikacia infikovanych pacientov a dostupnost’ novych lie¢iv pre Siroka
verejnost buda hlavnymi vyzvami do buducnosti. Uplné vyliedenie hepatitidy B a C je sice

naro¢nym, ale uréite nie nedosiahnute'nym ciel'om, ktory sa snad’ v blizkej budticnosti naplni.

106



9. LITERATURA

Ahmed S, Zahoor A, Ibrahim M, et al. Enhanced Efficacy of Direct-Acting Antivirals in
Hepatitis C Patients by Coadministration of Black Cumin and Ascorbate as Antioxidant
Adjuvants. Oxid Med Cell Longev. 2020;2020:7087921. Published 2020 Jun 3.
doi:10.1155/2020/7087921

Albecka A, Montserret R, Krey T, et al. Identification of new functional regions in hepatitis C
virus envelope glycoprotein E2. J Virol. 2011;85(4):1777-1792. doi:10.1128/JV1.02170-10

Alberione, M P., Moeller, R., Kirui, J., Ginkel, C., Doepke, M. et al. (2020) Single-nucleotide
variants in human CD81 influence hepatitis C virus infection of hepatoma cells Medical

Microbiology and Immmunology, 209(4): 499-514

Alexopoulou A, Vasilieva L, Karayiannis P. New Approaches to the Treatment of Chronic

Hepatitis B. J Clin Med. 2020;9(10):3187. Published 2020 Oct 1. doi:10.3390/jcm9103187

Allweiss L, Dandri M. Experimental in vitro and in vivo models for the study of human
hepatitis B virus infection. J Hepatol. 2016;64(1 Suppl):S17-S31.
doi:10.1016/j.jhep.2016.02.012

Arends JE, Lieveld FI, Ahmad S, Ustianowski A. New Viral and Immunological Targets for
Hepatitis B Treatment and Cure: A Review. Infect Dis Ther. 2017;6(4):461-476.
doi:10.1007/s40121-017-0173-y

Bagga S, Bouchard MJ. Cell cycle regulation during viral infection. Methods Mol Biol.
2014;1170:165-227. doi:10.1007/978-1-4939-0888-2_10

Balagopal A, Grudda T, Ribeiro RM, et al. Single hepatocytes show persistence and
transcriptional inactivity of hepatitis B. JCI Insight. 2020;5(19):e140584. Published 2020 Oct 2.
doi:10.1172/jci.insight. 140584

Banse P, Moeller R, Bruening J, et al. CD81 Receptor Regions outside the Large Extracellular
Loop Determine Hepatitis C Virus Entry into Hepatoma Cells. Viruses. 2018;10(4):207.
Published 2018 Apr 20. doi:10.3390/v10040207

Barathan M, Mohamed R, Yong YK, et al. Viral Persistence and Chronicity in Hepatitis C
Virus Infection: Role of T-Cell Apoptosis, Senescence and Exhaustion. Cells. 2018;7(10):165.
Published 2018 Oct 12. d0i:10.3390/cells7100165

Barrow E, Nicola AV, Liu J. Multiscale perspectives of virus entry via endocytosis. Virol J.

2013;10:177. Published 2013 Jun 5. doi:10.1186/1743-422X-10-177

107



Bartosch B, Dubuisson J. Recent Advances in Hepatitis C Virus Cell Entry. Viruses. 2010;
2(3):692-709. doi:10.3390/v2030692

Baudi I, Inoue T, Tanaka Y. Novel Biomarkers of Hepatitis B and Hepatocellular Carcinoma:
Clinical Significance of HBcrAg and M2BPGi. Int J Mol Sci. 2020;21(3):949. Published 2020
Jan 31. doi:10.3390/ijms21030949

Baugh JM, Garcia-Rivera JA, Gallay PA. Host-targeting agents in the treatment of hepatitis
C: a beginning and an end?. Antiviral Res. 2013;100(2):555-561.
doi:10.1016/j.antiviral.2013.09.020

Baumert TF, Berg T, Lim JK, Nelson DR. Status of Direct-Acting Antiviral Therapy for
Hepatitis C Virus Infection and Remaining Challenges. Gastroenterology. 2019;156(2):431-445.
doi:10.1053/j.gastro.2018.10.024

Bissig KD, Wieland SF, Tran P, et al. Human liver chimeric mice provide a model for hepatitis

B and C virus infection and treatment. J Clin Invest. 2010;120(3):924-930. doi:10.1172/JCI140094

Blight KJ, Norgard EA. HCV Replicon Systems. In: Tan SL, ed. Hepatitis C Viruses:
Genomes and Molecular Biology. Norfolk (UK): Horizon Bioscience; 2006.

Block TM, Rawat S, Brosgart CL. Chronic hepatitis B: A wave of new therapies on the
horizon. Antiviral Res. 2015;121:69-81. doi:10.1016/j.antiviral.2015.06.014

Bukh J. The history of hepatitis C virus (HCV): Basic research reveals unique features in
phylogeny, evolution and the viral life cycle with new perspectives for epidemic control. J

Hepatol. 2016;65(1 Suppl):S2-S21. doi:10.1016/j.jhep.2016.07.035

Burlone ME, Budkowska A. Hepatitis C virus cell entry: role of lipoproteins and cellular

receptors. J Gen Virol. 2009;90(Pt 5):1055-1070. doi:10.1099/vir.0.008300-0

Buskirk, J. Ribavirin: Biochemistry, Clinical Applications and Potential Side Effects. 2013.
ISBN 9781628088137.

Cann AJ. Replication of Viruses. Encyclopedia of Virology. 2008;406-412.
doi:10.1016/B978-012374410-4.00486-6

Carcamo WC, Nguyen CQ. Advancement in the development of models for hepatitis C
research. Journal of Biomedicine and Biotechnology. 2012;2012.

Casaos J, Gorelick NL, Huq S, Choi J, Xia Y, Serra R, Felder R, Lott T, Kast RE, Suk I, Brem
H, Tyler B, Skuli N. The Use of Ribavirin as an Anticancer Therapeutic: Will It Go Viral? Mol
Cancer Ther. 2019 Jul;18(7):1185-1194. doi: 10.1158/1535-7163.MCT-18-0666. PMID:
31263027.

108


https://doi.org/10.3390/v2030692

Catanese MT, Dorner M. Advances in experimental systems to study hepatitis C virus in vitro

and in vivo. Virology. 2015;479-480:221-233. doi:10.1016/j.virol.2015.03.014

Cocquerel L, Voisset C, Dubuisson J. Hepatitis C virus entry: potential receptors and their

biological functions. J Gen Virol. 2006;87(Pt 5):1075-1084. doi:10.1099/vir.0.81646-0

Colpitts CC, Tsai PL, Zeisel MB. Hepatitis C Virus Entry: An Intriguingly Complex and
Highly Regulated Process. Int J Mol Sci. 2020;21(6):2091. Published 2020 Mar 18.
do0i:10.3390/ijms21062091

Cornberg M, Lok AS, Terrault NA, Zoulim F; 2019 EASL-AASLD HBV Treatment
Endpoints Conference Faculty. Guidance for design and endpoints of clinical trials in chronic
hepatitis B - Report from the 2019 EASL-AASLD HBV Treatment Endpoints Conference
[published online ahead of print, 2019 Nov 12]. Hepatology. 2019;10.1002/hep.31030.
do0i:10.1002/hep.31030

Crouchet E, Wrensch F, Schuster C, Zeisel MB, Baumert TF. Host-targeting therapies for
hepatitis C virus infection: current developments and future applications. Therap Adv
Gastroenterol. 2018;11:1756284818759483. Published 2018 Mar 21.
doi:10.1177/1756284818759483

Dai X, Zhang X, Ostrikov K, Abrahamyan L. Host receptors: the key to establishing cells with
broad viral tropism for vaccine production. Crit Rev Microbiol. 2020;46(2):147-168.
doi:10.1080/1040841X.2020.1735992

Del Campo JA, Rojas A, Romero-Gémez M. Entry of hepatitis C virus into the cell: a
therapeutic target. World J Gastroenterol. 2012;18(33):4481-4485. doi:10.3748/wjg.v18.133.4481

Do A, Reau NS. Chronic Viral Hepatitis: Current Management and Future Directions. Hepatol
Commun. 2020 Jan 20;4(3):329-341.

Donkers JM, Appelman MD, van de Graaf SFJ. Mechanistic insights into the inhibition of
NTCP by myrcludex B.JHEP Rep. 2019;1(4):278-285. Published 2019 Aug 1.
doi:10.1016/j.jhepr.2019.07.006

Douam F, Ding Q, Ploss A. Recent advances in understanding hepatitis C. F1000Res.
2016;5:F1000 Faculty Rev-131. Published 2016 Feb 3. doi:10.12688/f1000research.7354.1

Douam F, Lavillette D, Cosset FL. The mechanism of HCV entry into host cells. Prog Mol
Biol Transl Sci. 2015;129:63-107. doi:10.1016/bs.pmbts.2014.10.003

109



D'souza S, Lau KC, Coffin CS, Patel TR. Molecular mechanisms of viral hepatitis induced
hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol. 2020;26(38):5759-5783.
doi:10.3748/wjg.v26.138.5759

Dubuisson J, Cosset FL. Virology and cell biology of the hepatitis C virus life cycle: an
update. J Hepatol. 2014;61(1 Suppl):S3-S13. doi:10.1016/j.jhep.2014.06.031

Duncan JD, Urbanowicz RA, Tarr AW, Ball JK. Hepatitis C Virus Vaccine: Challenges and
Prospects. Vaccines. 2020; 8(1):90. https://doi.org/10.3390/vaccines8010090

Elgner F, Hildt E, Bender D. Relevance of Rab Proteins for the Life Cycle of Hepatitis C
Virus. Front Cell Dev Biol. 2018;6:166. Published 2018 Dec 4. doi:10.3389/fcell.2018.00166

Eller C, Heydmann L, Colpitts CC, Verrier ER, Schuster C, Baumert TF. The functional role
of sodium taurocholate cotransporting polypeptide NTCP in the life cycle of hepatitis B, C and D
viruses. Cell Mol Life Sci. 2018;75(21):3895-3905. doi:10.1007/s00018-018-2892-y

Fénéant L, Levy S, Cocquerel L. CD81 and hepatitis C virus (HCV) infection. Viruses.
2014;6(2):535-572. Published 2014 Feb 6. doi:10.3390/v6020535

Fénéant L, Potel J, Frangois C, et al. New Insights into the Understanding of Hepatitis C Virus
Entry and Cell-to-Cell Transmission by Using the Ionophore Monensin A.J Virol.
2015;89(16):8346-8364. doi:10.1128/JV1.00192-15

Fofana I, Jilg N, Chung RT, Baumert TF. Entry inhibitors and future treatment of hepatitis C.
Antiviral Res. 2014;104:136-142. doi:10.1016/j.antiviral.2014.02.001

Geddawy A, Ibrahim YF, Elbahie NM, Ibrahim MA. Direct Acting Anti-hepatitis C Virus
Drugs: Clinical Pharmacology and Future Direction. J Transl Int Med. 2017;5(1):8-17. Published
2017 Mar 31. doi:10.1515/jtim-2017-0007

Gerresheim GK, Roeb E, Michel AM, Niepmann M. Hepatitis C Virus Downregulates Core
Subunits of Oxidative Phosphorylation, Reminiscent of the Warburg Effect in Cancer
Cells. Cells. 2019;8(11):1410. Published 2019 Nov 8. doi:10.3390/cells8111410

Gish RG. Treating HCV with ribavirin analogues and ribavirin-like molecules. J Antimicrob
Chemother. 2006 Jan;57(1):8-13. doi: 10.1093/jac/dki405. Epub 2005 Nov 17. Erratum in: J
Antimicrob Chemother. 2006 Aug;58(2):488.

Glasa J., Skladany L., Holoman J., Liecba chronickej virusovej hepatitidy C, Metodicky list
Ustrednej komisie racionalnej farmakoterapie a liekovej politiky MZ SR, 2004, ro¢nik 8, 34., 4-
5.

110


https://doi.org/10.3390/vaccines8010090

Gonzalez-Grande R, Jiménez-Pérez M, Gonzalez Arjona C, Mostazo Torres J. New
approaches in the treatment of hepatitis C. World J Gastroenterol. 2016;22(4):1421-1432.
doi:10.3748/wjg.v22.14.1421

Grassi G, Di Caprio G, Fimia GM, Ippolito G, Tripodi M, Alonzi T. Hepatitis C virus relies
on lipoproteins for its life cycle. World J Gastroenterol. 2016;22(6):1953-1965.
doi:10.3748/wjg.v22.16.1953

Grove J, Marsh M. The cell biology of receptor-mediated virus entry.J Cell Biol.
2011;195(7):1071-1082. doi:10.1083/jcb.201108131

Guo WN, Zhu B, Ai L, Yang DL, Wang BJ. Zvieracie modely na §tidium infekcie virusom
hepatitidy B. Zool Res. 2018;39(1):25-31. d0i:10.24272/j.issn.2095-8137.2018.013

Harris HJ, Farquhar MJ, Mee CJ, et al. CD81 and claudin 1 coreceptor association: role in

hepatitis C virus entry. J Virol. 2008;82(10):5007-5020. doi:10.1128/JV1.02286-07

He Q, Li W, Ren J, et al. ZEB2 inhibits HBV transcription and replication by targeting its core
promoter. Oncotarget. 2016;7(13):16003-16011. doi:10.18632/oncotarget.743

Herrscher C, Roingeard P, Blanchard E. Hepatitis B Virus Entry into Cells. Cells.
2020;9(6):1486. Published 2020 Jun 18. doi:10.3390/cells9061486

Hézode C, Bronowicki JP. Ideal oral combinations to eradicate HCV: The role of ribavirin. J
Hepatol. 2016 Jan;64(1):215-25. doi: 10.1016/j.jhep.2015.09.009. Epub 2015 Sep 26. PMID:
26409316.

HuJ, Lin YY, Chen PJ, Watashi K, Wakita T. Cell and Animal Models for Studying Hepatitis
B Virus Infection and Drug Development. Gastroenterology. 2019a;156(2):338-354.
doi:10.1053/j.gastro.2018.06.093

Hu J, Protzer U, Siddiqui A. Revisiting Hepatitis B Virus: Challenges of Curative Therapies.
J Virol. 2019b;93(20):e01032-19. Published 2019 Sep 30. doi:10.1128/JV1.01032-19

Hulek P., Urbanek P., kolektiv, Hepatologie,3. vydani 2018,Grada, 2018.

Hwang JR, Park SG. Mouse models for hepatitis B virus research. Lab Anim Res.
2018;34(3):85-91. doi:10.5625/1ar.2018.34.3.85

Chakraborty A, Ko C, Henning C, et al. Synchronised infection identifies early rate-limiting
steps in the hepatitis B virus life cycle. Cell Microbiol. 2020;22(12):e13250.
doi:10.1111/cmi.13250

111



Chatterji U, Garcia-Rivera JA, Baugh J, et al. The combination of alisporivir plus an NS5A
inhibitor provides additive to synergistic anti-hepatitis C virus activity without detectable cross-

resistance. Antimicrob Agents Chemother. 2014;58(6):3327-3334. doi:10.1128/AAC.00016-14

Inuzuka T, Takahashi K, Chiba T, Marusawa H. Mouse models of hepatitis B virus infection
comprising host-virus immunologic interactions. Pathogens. 2014;3(2):377-389. Published 2014
Apr 23. doi:10.3390/pathogens3020377

Irshad M, Gupta P, Irshad K. Molecular targeting of antiviral drugs used against hepatitis C
virus infection. Hepatoma Res 2018;4:23. doi:0.20517/2394-5079.2018.25

Ji M, Mei X, Jing X, Xu X, Chen X, Pan W. The cooperative complex of Argonaute-2 and
microRNA-146a regulates hepatitis B virus replication through flap endonuclease 1. Life Sci.

2020;257:118089. doi:10.1016/1.1fs.2020.118089

Jiang B, Hildt E. Intracellular Trafficking of HBV Particles. Cells. 2020;9(9):2023. Published
2020 Sep 2. doi:10.3390/cells9092023

Kang L, Pan J, Wu J, Hu J, Sun Q, Tang J. Anti-HBV Drugs: Progress, Unmet Needs, and
New Hope. Viruses. 2015;7(9):4960-4977. Published 2015 Sep 15. doi:10.3390/v7092854

Kitab B., Kohara M., Tsukiyama-Kohara K. Host-Targeting Antivirals for Treatment of
Hepatitis C. IntechOpen. 2021. Published 2021 Jan 25. DOI: 10.5772/intechopen.95373.

Koh C, Liang TJ. What is the future of ribavirin therapy for hepatitis C? Antiviral Res. 2014
Apr;104:34-9. doi: 10.1016/j.antiviral.2014.01.005. Epub 2014 Jan 25. PMID: 24468277,
PMCID: PMC6299454.

Koénig A, Yang J, Jo E, et al. Efficient long-term amplification of hepatitis B virus isolates
after infection of slow proliferating HepG2-NTCP cells. J Hepatol. 2019;71(2):289-300.
do0i:10.1016/j.jhep.2019.04.010

Kostrabova A., Pastorekova S., Betakova T. Biosyntéza virusov 1. diel. 2017. ISBN 978-80-
223-4402-9.

Kunden RD, Khan JQ, Ghezelbash S, Wilson JA. The Role of the Liver-Specific microRNA,
miRNA-122 in the HCV Replication Cycle. Int J Mol Sci. 2020;21(16):5677. Published 2020 Aug
7. d0i:10.3390/ijms21165677

Lee HW, Lee JS, Ahn SH. Hepatitis B Virus Cure: Targets and Future Therapies. Int J Mol
Sci. 2020;22(1):213. Published 2020 Dec 28. doi:10.3390/ijms22010213

Lempp FA, Urban S. Inhibitors of hepatitis B virus attachment and entry. Intervirology.
2014;57(3-4):151-157. doi:10.1159/000360948

112



Lin CL, Kao JH. Hepatitis B viral factors and treatment responses in chronic hepatitis B. J

Formos Med Assoc. 2013;112(6):302-311. doi:10.1016/j.jfma.2013.02.001

Liu F, Shimakami T, Murai K, et al. Efficient Suppression of Hepatitis C Virus Replication
by Combination Treatment with miR-122 Antagonism and Direct-acting Antivirals in Cell

Culture Systems. Sci Rep. 2016b;6:30939. Published 2016 Aug 3. doi:10.1038/srep30939

Liu Q, Somiya M, Kuroda S. Elucidation of the early infection machinery of hepatitis B virus
by using bio-nanocapsule. World J Gastroenterol. 2016a;22(38):8489-8496.
doi:10.3748/wjg.v22.138.8489

Lohmann V. Hepatitis C virus cell culture models: an encomium on basic research paving the
road to therapy development. Med Microbiol Immunol. 2019;208, 3-24. doi:10.1007/s00430-
018-0566-x

Macovei A, Radulescu C, Lazar C, et al. Hepatitis B virus requires intact caveolin-1 function
for productive infection in HepaRG cells. J Virol. 2010;84(1):243-253. doi:10.1128/JV1.01207-
09

Megahed FAK, Zhou X, Sun P. The Interactions between HBV and the Innate Immunity of
Hepatocytes. Viruses. 2020;12(3):285. Published 2020 Mar 5. doi:10.3390/v12030285

Mettlen M, Chen PH, Srinivasan S, Danuser G, Schmid SL. Regulation of Clathrin-Mediated
Endocytosis. Annu Rev Biochem. 2018;87:871-896. doi:10.1146/annurev-biochem-062917-
012644

Mitchell JK, Lemon SM, McGivern DR. How do persistent infections with hepatitis C virus
cause liver cancer?. Curr Opin Virol. 2015;14:101-108. doi:10.1016/j.coviro.2015.09.003

Mitra B, Thapa RJ, Guo H, Block TM. Host functions used by hepatitis B virus to complete
its life cycle: Implications for developing host-targeting agents to treat chronic hepatitis B.

Antiviral Res. 2018;158:185-198. doi:10.1016/j.antiviral.2018.08.014

Nassal M. HBV cccDNA: viral persistence reservoir and key obstacle for a cure of chronic

hepatitis B. Guz. 2015;64(12):1972-1984. doi:10.1136/gutjnl-2015-309809

Negishi H, Taniguchi T, Yanai H. The Interferon (IFN) Class of Cytokines and the IFN
Regulatory Factor (IRF) Transcription Factor Family. Cold Spring Harb Perspect Biol.
2018;10(11):a028423. Published 2018 Nov 1. doi:10.1101/cshperspect.a028423

Nguyen MH, Wong G, Gane E, Kao JH, Dusheiko G. Hepatitis B Virus: Advances in
Prevention, Diagnosis, and Therapy. Clin Microbiol Rev. 2020;33(2):¢00046-19. Published 2020
Feb 26. doi:10.1128/CMR.00046-19

113


https://doi.org/10.1007/s00430-018-0566-x
https://doi.org/10.1007/s00430-018-0566-x

Ni Y, Urban S. Hepatitis B Virus Infection of HepaRG Cells, HepaRG-hNTCP Cells, and
Primary Human Hepatocytes. Methods Mol Biol. 2017;1540:15-25. do0i:10.1007/978-1-4939-
6700-1 2

Nicolini LA, Orsi A, Tatarelli P, Viscoli C, Icardi G, Sticchi L. A Global View to HBV
Chronic Infection: Evolving Strategies for Diagnosis, Treatment and Prevention in
Immunocompetent Individuals. Int J Environ Res Public Health. 2019;16(18):3307. Published
2019 Sep 9.

Niepmann M, Gerresheim GK. Hepatitis C Virus Translation Regulation. Int J Mol Sci.
2020;21(7):2328. Published 2020 Mar 27. doi:10.3390/ijms21072328

Ono C, Fukuhara T, Li S, et al. Various miRNAs compensate the role of miR-122 on HCV
replication. PLoS  Pathog. 2020;16(6):e1008308. Published 2020 Jun 23.
doi:10.1371/journal.ppat.1008308

Palumbo E. Pegylated interferon and ribavirin treatment for hepatitis C virus infection. Ther

Adv Chronic Dis. 2011;2(1):39-45. doi:10.1177/2040622310384308

Popescu CI, Riva L, Vlaicu O, Farhat R, Rouillé Y, Dubuisson J. Hepatitis C virus life cycle
and lipid metabolism. Biology (Basel). 2014;3(4):892-921. Published 2014 Dec 15.
doi:10.3390/biology3040892

Qian XJ, Zhu YZ, Zhao P, Qi ZT. Entry inhibitors: New advances in HCV treatment. Emerg
Microbes Infect. 2016;5(1):e3. Published 2016 Jan 6. doi:10.1038/emi.2016.3

Revill PA, Chisari FV, Block JM, et al. A global scientific strategy to cure hepatitis B
[published correction appears in Lancet Gastroenterol Hepatol. 2019 Jul;4(7):e7]. Lancet
Gastroenterol Hepatol. 2019;4(7):545-558. doi:10.1016/S2468-1253(19)30119-0

Riva L, Dubuisson J. Similarities and Differences Between HCV Pseudoparticle (HCVpp) and
Cell Culture HCV (HCVcc) in the Study of HCV. Methods Mol Biol. 2019;1911:33-45.
doi:10.1007/978-1-4939-8976-8 2

Rong L, Perelson AS. Treatment of hepatitis C virus infection with interferon and small
molecule direct antivirals: viral kinetics and modeling. Crit Rev Immunol. 2010;30(2):131-148.

doi:10.1615/critrevimmunol.v30.i2.30

Rybecka S., Liptakova A., Stuchlik S. HCV infection — more than 20 years of drug
development. Department of Molecular Biology, Faculty of Natural Sciences, Comenius
University, Bratislava 2Institute of Microbiology, Faculty of Medicine, Comenius University,

Bratislava 3Science Park, Comenius University, Bratislava. Newslab, 2019; 10 (1): 37 — 39.

114



Ryu WS. Virus Life Cycle. Molecular Virology of Human Pathogenic Viruses. 2017;31-45.
doi:10.1016/B978-0-12-800838-6.00003-5

Sai LT, Yao YY, Guan YY, Shao LH, Ma RP, Ma LX. Hepatitis B virus infection and
replication in a new cell culture system established by fusing HepG2 cells with primary human

hepatocytes. J Microbiol Immunol Infect. 2016;49(4):471-476. doi:10.1016/j.jmii.2014.08.008

Sakurai F, Mitani S, Yamamoto T, et al. Human induced-pluripotent stem cell-derived
hepatocyte-like cells as an in vitro model of human hepatitis B virus infection. Sci Rep.

2017;7:45698. Published 2017 Apr 4. doi:10.1038/srep45698

Samreen B, Khaliq S, Ashfaq UA, et al. Hepatitis C virus entry: role of host and viral factors.
Infect Genet Evol. 2012;12(8):1699-1709. doi:10.1016/j.meegid.2012.07.010 (Samreen et al.
2012).

San Martin C. Virus Maturation. Adv Exp Med Biol. 2019;1215:129-158. doi:10.1007/978-3-
030-14741-9 7

Shaw J, Gosain R, Kalita MM, et al. Rationally derived inhibitors of hepatitis C virus (HCV)
p7 channel activity reveal prospect for bimodal antiviral therapy. Elife. 2020;9:¢52555. Published
2020 Nov 10. doi:10.7554/eLife.52555

Scheel TK, Rice CM. Understanding the hepatitis C virus life cycle paves the way for highly
effective therapies. Nat Med. 2013;19(7):837-849. doi:10.1038/nm.3248

So C-W, Randall G. Three-Dimensional Cell Culture Systems for Studying Hepatitis C
Virus. Viruses. 2021; 13(2):211.

Somiya M, Liu Q, Kuroda S. Current Progress of Virus-mimicking Nanocarriers for Drug

Delivery. Nanotheranostics. 2017;1(4):415-429. Published 2017 Oct 31. doi:10.7150/ntno.21723

Spengler U. Direct antiviral agents (DAAs) - A new age in the treatment of hepatitis C virus
infection. Pharmacol Ther. 2018;183:118-126. doi:10.1016/j.pharmthera.2017.10.009

Steven AC, Heymann JB, Cheng N, Trus BL, Conway JF. Virus maturation: dynamics and
mechanism of a stabilizing structural transition that leads to infectivity. Curr Opin Struct Biol.

2005;15(2):227-236. doi:10.1016/j.sb1.2005.03.008

Sunbul M. Hepatitis B virus genotypes: global distribution and clinical importance. World J
Gastroenterol. 2014;20(18):5427-5434. doi:10.3748/wjg.v20.118.5427

Suzuki T. Hepatitis C Virus Replication. Adv Exp Med Biol. 2017;997:199-209.
doi:10.1007/978-981-10-4567-7 15

115



Thomas E, Liang TJ. Experimental models of hepatitis B and C - new insights and
progress. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2016;13(6):362-374. doi:10.1038/nrgastro.2016.37

Tong S, Revill P. Overview of hepatitis B viral replication and genetic variability. J Hepatol.

2016;64(1 Suppl):S4-S16. doi:10.1016/j.jhep.2016.01.027

Tsai KN, Kuo CF, Ou JJ. Mechanisms of Hepatitis B Virus Persistence. Trends Microbiol.
2018;26(1):33-42. doi:10.1016/j.tim.2017.07.006

Tsukiyama-Kohara K, Kohara M. Tupaia belangeri as an experimental animal model for viral

infection. Exp Anim. 2014;63(4):367-374. doi:10.1538/expanim.63.367

Tsukuda S, Watashi K. Hepatitis B virus biology and life cycle. Antiviral Res.
2020;182:104925. doi:10.1016/j.antiviral.2020.104925

Veesler D, Johnson JE. Virus maturation. Annu Rev Biophys. 2012;41:473-496.
gerrdoi:10.1146/annurev-biophys-042910-155407

Vercauteren K, de Jong YP, Meuleman P. Animal models for the study of HCV. Curr Opin
Virol. 2015;13:67-74. do0i:10.1016/j.coviro.2015.04.009

Verrier ER, Colpitts CC, Bach C, et al. Solute Carrier NTCP Regulates Innate Antiviral

Immune Responses Targeting Hepatitis C Virus Infection of Hepatocytes. Cell Rep.
2016a;17(5):1357-1368. doi:10.1016/j.celrep.2016.09.084

Verrier ER, Colpitts CC, Schuster C, Zeisel MB, Baumert TF. Cell Culture Models for the
Investigation of Hepatitis B and D Virus Infection. Viruses. 2016b;8(9):261. Published 2016 Sep
20. doi:10.3390/v8090261

Wabhid B. Successful treatment of HBV, HCV, & HEV, with 12-week long use of tenofovir,
sofosbuvir, daclatasvir, and ribavirin: A case report. J Infect Public Health. 2020;13(1):149-150.
doi:10.1016/j.jiph.2019.06.004

Wang J, Qu B, Zhang F, et al. Stem Cell-Derived Hepatocyte-Like Cells as Model for Viral
Hepatitis Research. Stem Cells Int. 2019;2019:9605252. Published 2019 Jun 12.
doi:10.1155/2019/9605252

Wang Y, Li Y. miR-146 promotes HBV replication and expression by targeting ZEB2. Biomed
Pharmacother. 2018;99:576-582. doi:10.1016/j.biopha.2018.01.097

Wang Y, McGivern DR, Cheng L, et al. Ribavirin Contributes to Hepatitis C Virus
Suppression by Augmenting pDC Activation and Type 1 IFN Production. PLoS One.
2015;10(8):€0135232. Published 2015 Aug 14. doi:10.1371/journal.pone.0135232

116



Wang Z, Zhao Y, Zhang Y. Viral IncRNA: A regulatory molecule for controlling virus life
cycle. Noncoding ~ RNA  Res. 2017;2(1):38-44. Published 2017 Mar  23.
doi:10.1016/j.ncrna.2017.03.002

Watashi K, Sluder A, Daito T, et al. Cyclosporin A and its analogs inhibit hepatitis B virus
entry into cultured hepatocytes through targeting a membrane transporter, sodium taurocholate

cotransporting polypeptide (NTCP). Hepatology. 2014;59(5):1726-1737. doi:10.1002/hep.26982

Watashi K, Wakita T. Hepatitis B Virus and Hepatitis D Virus Entry, Species Specificity, and
Tissue Tropism. Cold Spring Harb Perspect Med. 2015;5(8):a021378. Published 2015 Aug 3.
doi:10.1101/cshperspect.a021378

Wilson GK, Stamataki Z. In vitro systems for the study of hepatitis C virus infection. Int J
Hepatol. 2012;2012:292591. doi:10.1155/2012/292591.

Witt-Kehati D, Bitton Alaluf M, Shlomai A. Advances and Challenges in Studying Hepatitis
B Virus In Vitro. Viruses. 2016;8(1):21. Published 2016 Jan 14. doi:10.3390/v8010021

Woo ASJ, Kwok R, Ahmed T. Alpha-interferon treatment in hepatitis B. Ann Transl Med.
2017;5(7):159. do0i:10.21037/atm.2017.03.69

Wose Kinge CN, Bhoola NH, Kramvis A. In Vitro Systems for Studying Different
Genotypes/Sub-Genotypes of Hepatitis B Virus: Strengths and Limitations. Viruses.
2020;12(3):353. Published 2020 Mar 23. do0i:10.3390/v12030353

Xing Y, Wen Z, Gao W, Lin Z, Zhong J, Jiu Y. Multifaceted Functions of Host Cell
Caveolae/Caveolin-1 in Virus Infections. Viruses. 2020; 12(5):487. d0i:10.3390/v12050487

Yan H, Liu Y, Sui J, Li W. NTCP opens the door for hepatitis B virus infection. Antiviral Res.
2015;121:24-30. doi:10.1016/j.antiviral.2015.06.002

Yuan L, Liu X, Zhang L, et al. A Chimeric Humanized Mouse Model by Engrafting the Human
Induced Pluripotent Stem Cell-Derived Hepatocyte-Like Cell for the Chronic Hepatitis B Virus
Infection. Front Microbiol. 2018;9:908. Published 2018 May 8. doi:10.3389/fmicb.2018.00908

Zeilinger K, Freyer N, Damm G, Sechofer D, Knospel F. Cell sources for in vitro human liver
cell culture models. Exp  Biol  Med  (Maywood). 2016;241(15):1684-1698.
doi:10.1177/1535370216657448

Zeisel MB, Lupberger J, Fofana I, Baumert TF. Host-targeting agents for prevention and
treatment of chronic hepatitis C - perspectives and challenges. J Hepatol. 2013;58(2):375-384.
doi:10.1016/j.jhep.2012.09.022

117



