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Rezumat

ARN polimeraza ARN dependentd a virusului hepatitei C, NS5B, este esentiald pentru replicarea ARN-lui viral i de aceea constituie o tinta
terapeuticd atractiva. Mai multi analogi nucleosidici, inhibitori nonnucleozidici si analogi de ciclosporind au fost dezvoltati pentru ainhiba
activitatea NS5B. Totusi, modificdrile de nucleotide in gena NS5B pot conferi rezistentd la aceste antipolimeraze.

Metode: S-a investigat prevalenta substitutiilor cunoscute ce confera rezistentd in polimeraza NS5B la 46 pacienti cu hepatitd cronicd
virald C de genotipul 1b, naivi de tratament antiviral prin secventierea genei NS5B.

Rezultate: Nici una din cele 46 secvente analizate nu contine substitutii de rezistentd la analogii nucleozidici. Totusi, substitutiile ce confera
rezistentd la analogii nonnucleozidici au fost comune in tulpinile examinate. Similar, substitutiile ce confera rezisten{d la analogii de
ciclosporind sunt de asemenea frecvente.

Concluzii: Prevalenta naturald a substitutiilor ce conferd rezistentad la inhibitorii NS5B este comunad la pacientii infectati cu genotipul 1b
VHC. Influenta acestora asupra raspunsului la tratament este necesar de a fi evaluatd.

Summary

Background: The hepatitis C virus RNA-dependent RNA polymerase, NS5B, is essential for virus RNA replication, thus represents an attractive
therapeutic target. Several nucleoside analogues, non-nucleoside inhibitors and cyclosporine analogues are being developed to inhibit
NS5B activity. However, nucleotide changes in NS5B gene can confer resistance to these anti polymerases.

Methods: We investigated the prevalence of known substitutions conferring resistance in HCV polymerase in 46 treatment-naive patients
infected with HCV genotype 1b by sequencing of NS5B gene.

Results: None of 46 HCV NS5B sequences analyzed contained substitutions conferring resistance to nucleoside analogues. However, the
substitutions which confer resistance to non-nucleoside inhibitors were common in examined strains. Similarly, the substitutions conferring
resistance to cyclosporine analogues were frequent.

Conclusions: Naturally occurring substitutions conferring resistance to NS5B inhibitors are common in patients infected with hepatitis C
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virus genotype 1b. Their influence on treatment outcome should be assessed.

Introducere

Infectia cu virusul hepatitei C (HCV) prezinta o problema
majora in ceea ce priveste sanatatea publicéd pe plan mondial.
Ultimele date indicd o prevalentd de aproximativ 2,2-3,0%,
ceea ce reprezintd 130-170 milioane de persoane [1]. Actu-
almente tratamentul standard al infectiei VHC este asocierea
dintre Interferonul alfa pegilat si Ribavirina, rata rdspunsului
virusologic sustinut fiind de aproximativ 45% pentru pacientii
infectati cu genotipul 1 [2, 3].

ARN-polimeraza ARN dependentd a virusului C, NS5B
este esentiald pentru replicarea ARN-ului viral si de aceea este
o tinta atractivd pentru tratament. Rolul principal al ARN-poli-
merazei este asamblarea complexului de replicare la membrana
reticulului endoplasmatic a celulei gazdei si amplificarea mate-
rialului genetic al virusului. NS5B interactioneazi de asemenea
cu ciclofilina B, stimuland activitatea ARN dependenta.

Inhibitorii specifici de VHC reprezintd o avansare majora
in tratamentul hepatitei virale C (Specifically Targeted Antiviral
Therapy for HCV (STAT-C)). Actualmente, principalele tinte
sunt proteinele NS3/4A care poseda activitate proteaza si heli-
cazd i proteina NS5B care poseda activitate polimeraza [4].

Inhibitorii de polimerazi pot fi clasificati in doud grupe:
inhibitori nucleozidici sau nucleotidici (NI) care actioneaza
la nivelul situsului catalitic al enzimei si inhibitori nonnu-
cleozidici (NNI) care sunt inhibitori alosterici. Analogii de
nucleozide sunt transformati in nucleotide de catre celule, apoi
sunt incorporati in ARN-ul viral in curs de sintezd blocand
sinteza de ARN (sunt terminatori de lant). Inhibitorii non-
nucleozidici sunt inhibitori alosterici ai proteinei NS5B care
impiedica modificarea conformarii enzimei necesard pentru
sinteza ARN-ului. Inhibitorii nonnucleozidici (NNI) pot in-
teractiona la nivelul a patru locusuri alosterice dela Ala D ale
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polimerazei. Locusul A este tinta pentru NNI-1 (benzimidazoli
si indoli) [5, 6], locusul B este tintd pentru NNI-2 (thiophene
carboxilic acid, dihidropiranone si pyranoindoli) [7, 8], locusul
Ceste tintd pentru NNI-3 (benzotiazidine, prolin sulfonamide,
derivati de acid acrilic) [9, 10] si locusul D este tintd pentru
NNI-4 (benzofurani) [11]. Ciclosporina A blocheaza replicarea
VHC supriménd rolul ciclofilinei B asupra polimerazei NS5B.
Au fost dezvoltati analogi nonimunosupresivi ai ciclosporinei
ce inhibd replicarea VHC [12, 13].

Problema majord a tratamentului antiviral ce vizeaza pro-
teinele virale este selectia mutatiilor rezistente. In acest articol
s-a investigat prevalenta naturald a mutatiilor dominante ce
conferd rezistentd la inhibitorii de polimerazi prin analiza poli-
morfismului NS5B a 46 tulpini de VHC de la pacienti infectati
cu genotipul 1b, naivi de tratament antiviral.

Material si metode

46 tulpini de VHC, genotipul 1b au fost obtinute din esan-
tioanele de ser colectate de la pacienti cu hepatitd cronicé virala
C naivi de tratament antiviral. Determinarea incércaturii virale
s-a efectuat prin tehnica Abbott Real Time HCV, care este o
tehnica de cuantificare a ARN-VHC utilizdnd tehnologia de
PCR in timp real cu sonda fluorogenica.

Amplificarea si secventierea genei NS5B

ARN-ul viral a fost extras cu ajutorul chitului QIAmp’
Viral RNA Mini kit (Qiagen’) din 200 pl de ser colectat de la
pacienti VHC pozitivi, inclusi in studiu conform recomanda-
rilor fabricantului. Amplificarea tintei (regiunea NS5B) a fost
realizatd prin RT-PCR (reverse transcription polymerase chain
reactions) cu ajutorul chitului SuperScriptTII One-Step RT-
PCR Systeme cu Platinum’ Taq High Fidelity DNA Polymerase
(Invitrogen) si PCR-nested utilizind Expand High Fidelity™s
PCR Systeme (Roche). Toate reactiile de PCR au fost realizate in
termociclorul GeneAmp" PCR System 9600 (Perkin-Elmer).

ARN-ul genotipului 1 a fost amplificat prin RT-PCR
cu primerii specifici de genotip 1: sens MD-G1-S (5°-ACG-
GARGAYGTCGTSTGCTGCTC-3’) si anti-sens LP1-1ab-AS
(5-CGGTTGGGGAGSAGGTARATGCCTACCCCTRC-3’).
Metoda de RT-PCR a fost realizata utilizand urmatorul pro-
gram: 1 ciclu de retrotranscriptie la 50°C timp de 30 min, 1
ciclu de denaturare initiala la 94°C timp de 2 min, urmat de
50 cicluri de amplificare ce cuprind 15 sec de denaturare la
94°C, 30 sec de hibridizare la 58°C si 2 min de elongatie la
68°C. Controlul amplificarii prin RT-PCR a regiunii NS5B a
fost analizat prin electroforezi in gel de agarozd BET 2% timp
de 30 min la 135 V. Marimea produselor amplificate era de
1793 bp. Al doilea PCR hemi-nested a fost realizat doar daca
produsele de la prima amplificare n-au fost amplificate sau
prezentau benzi parazite. Dou PCR hemi-nested overlaping au
fost realizate: primul PCR hemi-nested (debutul NS5B) gratie
primerilor: sens MD-G1-S si antisens ENO2-AS (5-GGCG-
GAATT CCTGGTCATAGCCTCCGTGAA-3’) sial doilea PCR
hemi-nested (sfarsitul NS5B) cu ajutorul primerilor: sens SO-
G1-S (5°-TATGAYACCCGCTGT TTTGACTC-3’) si anti-sens
LP1-1ab-AS. Programul de amplificare: 1 ciclu de denaturare
la 94°C timp de 2 min, urmat de 40 cicluri de amplificare ce
cuprind 30 sec de denaturare la 94°C, 30 sec de hibridizare la
55°C si Imin 15sec de elongatie la 72°C. Marimea produselor
amplificate dupa migrarea in gel de agaroza BET 2% era pentru
MD-7580-G1-S/ENO2-AS de 1040 bp si pentru SO-G1-S/LP1-
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lab-AS de 1120 bp.

Analiza secventelor de nucleotide

Produsii amplificati prin PCR au fost purificati cu ajutorul
chitului NucleoSpin™ Extract II (Macherey Nagel) in confor-
mitate cu recomanddrile fabricantului. Produsii purificati au
fost cuantificati in NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific).
Produsii de PCR purificati au fost secventiati prin metoda lui
Sanger, care se bazeazd pe utilizarea nucleotidelor particulare
numite didezoxinucleotide (ddNTP), care blocheazi sinteza de
ADN de citre ADN polimeraze dupa incorporarea lor. Reactia
de PCR de secventd a fost realizatd cu aceiagi primeri care au
servit pentru a obtine produsii de amplificare si doi primeri
suplimentari: sens ENO2-G1-S (5-TTCACGGAGGCTAT-
GACYAGGTA CTCHGC-3’) si anti-sens MD-G1-AS (5°-CG-
GACGTCYTTTGCCCCATAGC AAA-3’), cu ajutorul chitului
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems).

Migrarea secventelor a fost realizatd in aparatul ABI Prism
3130 (Applied Biosystems) prin electroforeza capilara. Secven-
tele obtinute au fost aliniate cu ajutorul programului SeqScape’
v2.5 (Applied Biosystems) si analizate pentru prezenta mutati-
ilor rezistente cunoscute in polimeraza NS5B.

Genotipul virusului C a fost determinat prin analiza fi-
logeneticd a secventelor obtinute de NS5B cu genomurile de
referintd din baza de date pentru virusul hepatitei C: HCV
blast, Los Alamos (SUA) si Oxford HCV Automated Sutyping
tool (version 2.0).

Rezultate

In gena NS5B s-au identificat substitutiile ce confer re-
zistentd la inhibitorii de polimeraza (tab. 1).

Inhibitorii de nucleozide. Nici una din variantele S96T,
S96T/N142T cu sensibilitate diminuati la analogul nucleozi-
dic R1479 [14] sau varianta S282T cu sensibilitate diminuata
la analogul nucleozidic PSI-6130 [15] n-a fost identificata la
cele 46 tulpini.

Inhibitorii nonnucleozidici. Derivatii de benzimidazol
se atageaza la locusul A al polimerazei [16]. Substitutiile ce
confera rezistenta la compusii acestui grup au fost identificate
in trei pozitii (P495S/L/A/T; P496S/A si V499A), dar gradul
de rezistentd a mutatiilor variaza, astfel substitutia prolinei 495
provoaca rezistentd majora, substitutia prolinei 496 confera
rezistentd medie, pe cAnd V499A cauzeazd doar modificari
minore in activitate [17]. Nici un polimorfism in pozitiile 495
§1496 n-a fost atestat la cele 46 tulpini de VHC. Totusi, varianta
V499A a fost gasitd la 7 tulpini (15%). BILB1941, un NNI-1,
a fost evaluat recent. Mutatiile 1424V, V4941/A, P496A au fost
asociate in vitro cu sensibilitate diminuata la acest compus,
cauzand o rezistentd minora pentru activitatea lui BILB 1941.
Varianta 1424V s-a observat la 4 tulpini, iar V494A a fost iden-
tificatd doar la o tulpina.

Derivatele de acid tiofen-2-carboxilic, piranoindoli si
dehidropirone (NNI-2) se leagé la locusul B al polimerazei. In
vitro, substitutiile L419M/I, M423T si 1482L confera rezistentd
majord la derivatele de tiofene, pe cind M423I confera rezis-
tentd minora [18]. O singura substitutie (L419M sau M423V)
confera o rezistentd de 8-10 ori mai mare, pe cand o combinare
de substitutii (T19P, M71V, A338V, M423V, A442T) a aratat o
rezistentd de 17 ori mai mare la piranoindoli [19]. Au fost iden-
tificate mutatiile asociate cu rezistenta la tratamentul cu AG-
021541, derivat de dihidropirone, asa ca M423T/V/I, M426T,
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Tabela 1.

Prezenta substitutiilor descrise in literaturd, ce confera rezistentd la antipolimeraze si identificate la 46 pacienti infectati cu virusul hepatitei
C, genotipul 1b si secventa de referinta a genei NS5B. Substitutiile ce confera rezistenta majora sunt reprezentate in format bold.
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1482S/T si V494A. Aceste variante conferd diferite nivele de
rezistenta la AG-021541 [20]. Substitutiile din M in T, V sau
I la aminoacidul 423 al polimerazei conferd o rezistenta de 31
ori mai mare la AG-021541, pe cand substitutiile altor amino-
acizi (M426T, 1482T sau V494A) cauzeaza rezistentd minora,
de ordinul a 4,5-7 ori [20]. Trei tulpini (6,5%) au prezentat
substitutii asociate cu sensibilitate diminuatd la NNI-2. Doud
au prezentat mutatia M426T si una V494A. Toate 46 tulpini au
fost inalt polimorfe la nivelul aminoacizilor T19, M71, A338,
M423, A442, mai cu seama in pozitia 19 si 71, dar combinarea
celor 5 mutatii n-a fost identificata la nici o tulpina.

Derivatii de benzotiazidine se leaga lalocusul C al polime-
razei. O singurd substitutie in polimeraza NS5B (H95Q, N411S,
M414L/T/Q, S556G sau Y448H) rezulta in susceptibilitate di-

minuatd la derivatul de benzotiazidina, A-782759 [21]. Pentru
alt derivat de benzotiazidine, A-837093, substitutiile G554D si
S368A confera rezistentd majora la tratament [22]. Substitutiile
de aminoacizi Y448H, Y555C sau D559G sunt de 100-200 ori
mai rezistente la A-837093. Doar o singurd mutatie S556G a
fost pusd in evidenta la 5 tulpini (11%).

Derivatii de benzofurani se atageaza la locusul D al polime-
razei. Variantele cu substitutiile C316Y/N/F sau S365T/S/A/L
au ardtat o afinitate diminuata pentru tratamentul cu HCV-796
. Varianta C316N a fost identificatd la 8 tulpini (17%) din cele
examinate, iar polimorfismul reziduului 365 n-a fost pus in
evidentd la nici o tulpina.

Analogii de ciclosporina. Mai multi analogi nonimuno-
supresivi de ciclosporind au fost dezvoltati pentru a inhiba
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replicarea VHC [13]. Sensibilitatea lui VHC la aceastd molecula
depinde de polimorfismul NS5A si NS5B [23]. In sistemul re-
plicon, substitutia 1432V poate conferi rezistenti la ciclosporina
A. Similar, substitutia 1432V poate avea un impact asupra ana-
logului de ciclosporind, SCY-635 [23]. Aceastd mutatie n-a fost
identificata la tulpinile examinate. Alti analogi de ciclosporind,
asa ca NIM811 si DEBIO-025 au activitate potentd anti-VHC
[13, 24]. Polimeraza NS5B cu substitutia P538T, care n-a fost
identificata la nici o tulpind examinatd, si variatia S556G, care a
fost prezenti la 8 tulpini (17%), prezinta sensibilitate diminuata
la aceste molecule [25].

Discutii

S-a raportat prevalenta naturald a variantelor cu sensi-
bilitate diminuata la inhibitorii de polimerazi la tulpinile de
genotipul 1b VHC. Desi substitutiile ce confera rezistentd la
inhibitorii nucleozidici sunt foarte rare, cele asociate cu rezis-
tenta la inhibitorii nonnucleozidici si analogii de ciclosporina
sunt comune. Studiile anterioare au evaluat prevalenta muta-
tiilor ce apar natural la inhibitorii nucleozidici i nonnucleo-
zidici la un larg numdr de tulpini de genotipul 1 [26, 27]. Ca
si in studiul actual, nici o substitutie ce conferd rezistenta la
analogii nucleozidici n-a fost identificatd. Le Pogam si colab.
au raportat o frecventd inaltd de substitutii (21%) implicate in
rezistenta la inhibitorii nonnucleozidici la 91 esantioane clinice
de genotipul 1 VHC.

Rezultatele noastre concorda cu studiile in vitro ce au
evaluat eficienta inhibitorilor nucleosidici si nonnucleosidici
asupra polimerazei VHC de diferite genotipuri [28, 29]. S-a
sugerat ca derivatii de benzotiazidine au sensibilitate diminuata
in prezenta variantei S556G, care a fost depistaté la 5 tulpini in
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studiul nostru. Pauwels si colab., precum si Herlihy si colab.
au demonstrat ca compusii de benzimidazol pot inhiba toate
genotipurile cu exceptia genotipului 2. Noi am identificat vari-
anta V499A la 15% din tulpinele examinate, care este asociata
cu sensibilitate diminuata la benzimidazoli. Aceasta este o
mutatie cu rezistentd minord, dar sunt necesare studii in vivo
pentru evaluarea reald a impactului acestei mutatii. Le Pogam si
colab. au demonstrat ca substitutia C316N conferd o rezistenta
de 30 ori mai mare la derivatii de benzofurani, care a fost pusi
in evidenta la 17% din tulpinile examinate

S-a identificat de asemenea substitutia S556G ce confera
rezistenta la analogii nonimunosupresivi ai ciclosporinei, asa
ca NIM811 si DEBIO-025.

Agentii directi anti-VHC, asa ca inhibitorii de proteazd NS3
si de polimeraza NS5B cuplati cu terapia curentd peginterferon-
alfa si ribaviring, pot constitui tratamentul de viitor al hepatitei
cronice virale C. Moleculele noi ce vizeaza proteinele VHC ar
putea ameliora rata raspunsului la interferon si ribavirina. Pen-
tru aceasta este necesar de a cunoaste frecventa variantelor cu
substitutii ce confera rezistenta la pacientii naivi de tratament
si impactul lor asupra tratamentului in vivo.

Concluzii

Acest studiu a ardtat cd analogii nucleozidici pot fi activi
la toate tulpinile de VHC examinate. Totusi, inhibitorii non-
nucleosidici pot avea activitate limitata asupra unor tulpini de
genotipul 1 din cauza prezentei substitutiilor ce confera rezis-
tenta. Substitutiile ce confera rezistenté la analogii ciclosporinei
sunt de asemenea prevalente. Astfel, screening-ul polimerazei
NS5B ar putea fi util, mai cu seamé la pacientii cu hepatita cro-
nicd virald C nonrespondenti anterior la tratamentul combinat
peg-interferon si ribavirina.
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