Univerzita Karlova

1.1ékarska fakulta

MUDr. Laura Krekulova, Ph.D.

Virova hepatitida C v rizikovych populacich v Ceské republice
Soubor uverejnénych védeckych praci doplnény komentarem

Habilitacni prace

Praha, 2020






Obsah

POOBKOVANT ...ttt ettt sttt et e b e bt e s bt e sae e s ab e et e et e e s bt e s bt e saeesane e be e reens 4
ADSEIAKE ettt ettt e e b e e e b et e s b et e s bt e eabe e e bee e s be e e nbeesabeeenreesneeenans 5
Seznam NeJEastEISICH ZKratek.....uvi i e 6
Lo VOO ottt bttt bbbttt b bbbt bbbttt b s sttt b s anas 8
D (O et A To] [o T={ o] IR T={=] o TSRS 9
2.1, POPIS HCOV BENOMU ettt ettt et e e ettt e e e e s et e a e e e e e s eaannbeeeeeeeessannnrraaeeeas 9
2.2,  Nekddujici oblasti eNOMU HCV .....cciiiiiiiiiiiee ettt e e s sbae e e s sbaeeessanes 9
D20 TR Qo Yo [V]{ (ol fe] o] F= 13 aF-{=1 Vo T a VI [V A USSP 10
2.4,  Replikacni cyklus viru hepatitidy C......ccueeieeciiieecciiee et e e s rreee e 14
2.5,  Genetickd variabilita HCV ..ottt st s 16
3. PFeNOS HCV INTEKCE ottt ettt st e sttt esab e e sbee e saree s 18
4. Diagnostika HCV iNTEKCE.....uuiiiiiiiiee ittt et e e et e e e sbt e e e e sbee e e s snaeeeesanes 19
TV AVE QY AV [ oA <N (Y=Y o F- | o 1Y G SRR 20
5.1.  Globdlni rozsiteni virové hepatitidy C.........ccveiiiiiiie e e 20
5.2.  Roz&iFeni virové hepatitidy CV CR .....cciiieeeceiiieeececee ettt 22
5.3.  Problematika uzivani NAvykovych I3tk V CR........ovviieeeieicicececeeeeee s 24
6. Virovad hepatitida C — klinickd manifestace ........cccoevueiiiciii e 27
7. LECDA HCV INTEKCE ..ttt sttt et be e b sae e saee et as 30
7.1.  Cile lIéCby a historické rozdéleni Ié¢ebné odpovedi ........cccccvviiieciiiiiccieeeeee e 31
7.2.  Vyvoj a historie |é¢by virové hepatitidy C — éra interferon...........cccceeevveevceeccee e, 32
7.3. Nova virostatika v |6¢bé virové hepatitidy C.......ccceeivciiiiiiiiiieecciee e 39
7.4, LéCba akutni HCV INFEKCE ...coveiiiiiiieieeeee e s e 43
8.  Globalni eliminace HCV INfEKCE...cc.ui ittt 44
8.1.  Plan globalni eliminace HCV infeKCe V EU ........oeiiiiiiieeeee ettt ettt e 44
8.2.  Podminky globalni eliminace HCV infekCe ....c..vevviiieiiceeee e, 45
8.3.  Prekazky planované globalni eliminace HCV infekce .....cuuvvvviiieeiciiieiei e, 46
1S TR 1T o - o] ISPt 48
9.1. Zmapovani vychoziho stavu — stanoveni genotypového zastoupeni........cccceccvveeeecreeeeennneen. 48
9.2.  Vyvinuti nové techniky HCV genotypizace a subtypizace ........ccccoecvieeieiiiie e, 49
9.3.  Sledovani zmén genotypového zastoupeni v rizikové populacCi........cccccccvveeeiiiieeicciieeeeennen, 50
9.4. Komplexni péce — kli¢ k 1é¢bé; vyloucené populace - kli¢ k eliminaci HCV...........cc.ccccuuueee. 52
10. ZAVEI .ttt e et e et e e ra e e e e ta e e e e atae e e nreas Chyba! Zalozka neni definovana.
11. Vybrané komentované PUBIIKACE...........eeiiciiii e et 55
12. POUZITA TEEIATUIA ..o iutiieieeie ettt ettt b e sb e sae e st e e be e beesbeesaeesaneeas 56



Podékovani

Rada bych podékovala prof. MUDr. Ale$i Zakovi, DrSc. a prof. MUDr. Radanovi Briihovi, CSc. za
dlouhodobou podporu a za moznost pedagogické prace na lékarské fakulté, kterda mne velmi
obohacuje.

Podékovani patfi také prof. Lee W. Riley, MD, za profesni inspiraci a celoZivotni mentorstvi a téz
Cecilovi H. Hocky za moralni a technickou podporu pfi praci v laboratofich UCB.

Dékuji velmi také prof. MUDr. Vladimirovi Vonkovi, DrSc. a doc. RNDr. Jitce Forstové, ktefi podpofili
moje nadsSeni pro virologii a povzbudili mne k dalSimu vzdélavani.

Velky dik mym rodi¢dm a rodiné za podporu a toleranci.

Zavérem patfi podékovani také celé 1. LF UK, kterd mé vybavila konkurenceschopnym vzdélanim,
naucila trpélivosti, pokofe a improvizaci. Rada vracim tento vklad do mého profesniho Zivota svou
vlastni pedagogickou a védeckou ¢innosti.

V neposledni fadé bych rada podékovala také mym pacientim, bez nichZ by vétSina prezentovanych
praci nemohla vzniknout.



Abstrakt

Infekce virem hepatitidy typu C se v Ceské republice v poslednich desetiletich vyznamné &i¥i prevazné
ve skupinach rizikové se chovajicich osob. Prace je prliifezem odborného zaméreni autorky, ktera se s
touto mezioborovou problematikou zabyva vice nez dvacet let.

Detailné je popsana struktura a funkce jednotlivych virovych proteind, které jsou zakladem pro
pochopeni patogeneze HCV infekcei fungovani novych virostatik. Zavedeni ptfimo pUlsobicich
antivirotik znamenalo v poslednich letech zdsadni prelom v pfistupu k 1é¢bé a otevrelo cestu k dvaham
o moznostech eliminace této infekce.

Autorka pfispéla ke stanoveni genotypového zastoupeni v infikované populaci v CR na prelomu
milénia. Ve zkoumané populaci byl detekovan dominantné genotyp 1, bez ohledu na cestu prenosu
infekce, ¢imZ se nase populace signifikantné lisila od okolnich zemi. Jesté pred érou komercnich testd
vyvinula novou diagnostickou techniku kzachytu a urceni HCV genotypl a subtypl jednim
vySetfenim.

V pribéhu dalsich dekad se ji podafilo zachytit a dokumentovat genotypovy shift, ktery souvisel se
zménou propagace epidemie HCV z obecné populace do rizikové skupiny injekénich uZivatel( drog.
Praci s rizikovou a obtizné Iécitelnou skupinou vénuje autorka osobné velké Usili, protoze prekazkou
eliminace HCV ve vyspélych zemich véetné CR je identifikace nemocnych v rizikovych skupinach a
zvySeni jejich motivace k protivirové lécbé. Posledni z predloZenych plvodnich praci ukazuje, Ze
inovativni pfistup k nemocnym a pftiblizeni 1écby k pacientim jsou mozné cesty k Uspésné eliminaci
HCV v souladu s vytyéenym planem WHO.

Abstract

Over the last decades infection with hepatitis C virus has been spread mainly within the groups with
risk behavior. This is an overview of author’s scientific focus in this interdisciplinary field for more than
20 years.

Structure and functions of viral proteins are described in detail as basic prerequisite for understanding
the natural history of HCV infection, as well as the mode of action of particular novel antivirals.
Introduction of directly acting antivirals over the last years has become a major breakthrough in the
treatment and it sparkled the idea of global HCV elimination.

Author (Dr. Krekulova) contributed to the precise description of genotype distribution in the infected
population of the Czech Republic at the beginning of the new millennium. Regardless of the presumed
mode of transmission, genotype 1 was detected as dominating, which was significantly different from
other countries. At that time, before the era of commercial tests, she developed a novel diagnostic
technique to detect HCV RNA and distinguish its genotypes and subtypes with one single assay.

Over the following decades she documented HCV genotype shift resulting from the change in HCV
infection spread, originally from common population, in the risk group of injecting drug users. The
author pays the most of personal attention to direct interaction with this hard to access group of
patients. Nowadays the greatest challenge is to identify those infected and to motivate them into the
antiviral treatment. The last of the presented papers brings an example of innovative approach to
increase the access to antiviral treatment as a possible road to successful elimination of HCV within
the WHO proposed plan.



Seznam nejCastéjSich zkratek

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome - syndrom ziskaného selhani imunity
AK aminokyselina

ALT alaninaminotransferaza

AST aspartataminotransferaza

CR Ceska republika

DAA directly acting antivirals — pfimo pUlsobici virostatika

DNA deoxyribonukleova kyselina

EASL European Association for the Study of the Liver - Evropska asociace pro studium jater
ELISA enzyme linked immunosorbent assays

ER endoplasmatické retikulum

EU Evropska unie

HCC hepatocelularni karcinom

HCV virus hepatitidy C

HBV virus hepatitidy B

HIV Human Immunodeficiency Virus - virus lidské imunodeficience
HVR hypervariable region

IFN interferon

IRES internal ribosomal entry site

ISDR interferon alfa sensitivity-depending region

kDa kilo Dalton

MSM muzi majici sex s muzi

NI nukleos(t)idové inhibitory

NK buniky  natural killer - cytotoxické burnky imunitniho systému

NMS Narodni monitorovaci stfedisko pro drogy a zavislosti

NNI nenukleos(t)idové inhibitory

NRL Narodni referen¢ni laboratof

ORF open reading frame - otevieny Cteci rdmec

OST opioid substitution treatment — opiatova substitucni [écba

PEG-IFN pegylovany interferon


https://cs.wikipedia.org/wiki/Syndrom

Pl
PCR
PWID
RdRp
RNA
VHA
VHB
VHC
WHO
SVR

szu

protedzové inhibitory

polymerdazova fetézova reakce
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RNA dependentni RNA polymeraza
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virova hepatitida typu A

virova hepatitida typu B

virova hepatitida typu C

World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace
sustained virological response - setrvala virologicka odpovéd'
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1. Uvod

Virova hepatitida C je infekéni onemocnéni, o jehoZ existenci vime diky rozvoji metod molekuldrni
virologie od roku 1988. Pred objevem etiologického agens byla onemocnéni jater zplsobena v té dobé
neznamym virem zahrnovana mezi tzv. nonA nonB hepatitidy. Virus hepatitidy C (HCV) byl objeven
tymem Michaela Houghtona ve spoluprdci slaboratofi Daniela Bradleyho. Prvni publikace
dokumentujici existenci nového hepatotropniho viru je z roku 1989, prilomovy objev publikoval Choo
a spolupracovnici *.

Virus hepatitidy C patii k evolu¢né velmi Uspésnym lidskym patogendm. Timto lidskym flavivirem jsou
po celém svété a na vsech kontinentech infikovany desitky milionl osob, vice nez polovina nemocnych
o své infekci nevi #3*56  Podle odhadi WHO (World Health Organization — Svétova zdravotnicka
organizace) z roku 2013 bylo infikovano 185 milion lidi, 130-150 miliéna lidi bylo ve stadiu chronické
HCV’.  Posledni zvefejnénd data WHO zroku 2017 poéitaji s 71 milidny osob Zijicich na svété
s chronickou HCV infekci®®. Vyznamny rozdil mezi jednotlivymi odhady dokumentuje, jak obtizné je
urcit pocet chronicky nemocnych. Onemocnéni se vyskytuje na celém svété s velkou variabilitou
Zetnosti vyskytu v jednotlivych oblastech &i regionech®. V souladu s WHO jsou také posledni zvefejnéné
Udaje EASLu (European Association for the Study of the Liver - Evropska asociace pro studium jater)
zroku 2018. Chronicky infikovanych je asi 1 % svétové populace®. Jedna se o ndsobek rozsahu
pandemie HIV/AIDS!. Kolem 2,3 milionli osob na svété trpi koinfekci HCV + HIV, 1,36 milidnd
koinfikovanych uddva jako pravdépodobny zdroj ndkazy injekéni aplikaci drog. Jaterni onemocnéni je
v soucasné dobé jednou z hlavnich pficin morbidity a mortality HIV pozitivnich pacientd.

Prestoze se zlepsila informovanost verejnosti, zvysila se Uroven zdravotni péce, bezpecnost krevnich
transfuzi a bylo zavedeno pouzivani jednorazovych pomucek k aplikaci injekci i v zemich s nizsim
socioekonomickym standardem, bylo vroce 2017 zachyceno 1,75 milionli novych HCV infekci,
s globdlni incidenci 23,7 na 100 0008. V Evropé s incidenci 61,8 na 100 000 obyvatel dochazi k Sifeni
HCV infekce zejména mezi osobami, které si injekéné aplikuji drogy®*2.

Virus hepatitidy C je geneticky velmi variabilni, posledni mezindrodni klasifikace popisuje 7 zakladnich
genotypl a desitky subtypl. Na jednotlivych kontinentech je zastoupeni genotyp( viru hepatitidy C
odligné’.

Pribéh chronické HCV infekce je odliSny mezi jednotlivymi pacienty: od nekomplikované,
bezpriznakové a spontanné eliminované infekce aZ po razné aktivni chronické onemocnéni, které miize
vést k jaterni cirhdze a naslednym Zivot ohroZujicim komplikacim, véetné rozvoje portalni hypertenze
a hepatocelularniho karcinomu.

Dopady takto rozsahlé epidemie jsou znacné, komplikace jaterni cirhdzy vzniklé v disledku chronické
HCV infekce jsou v souc¢asné dobé jesté stale nejcastéjsi pricinou transplantace jater v USA a vyspélych
evropskych zemich®. Podle odhadd WHO v roce 2015 zemfelo na nésledky chronickych virovych
hepatitid B a C asi 1,34 miliond osob. To je mnohem vice nez pocet umrti na HIV/AIDS. Poéet Umrti
spojenych s chronickou virovou hepatitidou je srovnatelny s poc¢tem Umrti na tuberkuldzu.

Aby nedochéazelo k zdvaznym pozdnim komplikacim a umrtim je dulezité infikované osoby casné
diagnostikovat a Iécit. V poslednich péti letech jsou k dispozici velmi Ucinnd a bezpecna virostatika
s minimem neZadoucich ucinkd. Lééba modernimi Iéky vede k eliminaci viru hepatitidy C z organizmu
ve vice nez 95 % ptipadu?.



Problémem zlstavd nedostatecna dostupnost testovani a nasledné lécby HCV infekce v nékterych
regionech a pro urcité skupiny rizikové se chovajicich osob. Odhaduje se, Zze HCV infekce je
diagnostikovdna jen u 20 - 30 % ze vSech infikovanych.

Do roku 2015 se celosvétové kumulativné lécilo asi 5,5 milionu osob. V roce 2015 zahajilo [é¢bu HCV
infekce 1,1 miliond nemocnych, tedy asi 7 % diagnostikovanych (opét svyznamnymi rozdily
v dostupnosti Ié¢by mezi jednotlivymi zemémi a regiony). Priblizné polovina pacientt se Iécila novymi
[é¢ebnymi rezimy®. Lélenych viak bylo méné, neZ byl polet nové diagnostikovanych HCV infekci
v daném roce. Celosvétova epidemie virové hepatitidy C tedy dale expanduje a narlsta na zavaznosti.
Je jasné, Ze bez efektivnich globalnich a regionalnich preventivnich, diagnostickych a Ié¢ebnych
strategii se ji nepodafi usmérnit a dostat pod kontrolu.

Pfibéh této choroby dokumentuje, jak Uspésné muize byt spojeni zakladniho vyzkumu (molekularné
virologického a farmaceutického) a klinické praxe. Od roku 2015, tedy po méné nezZ 30 letech od
objevu infekéniho agens mlizeme, diky spole¢nému Usili |ékaf, virologt, farmakologll a dalSich védcl,
uvaZovat o eliminaci HCV infekce jako o redlném feSeni této pandemie. Virova hepatitida C mlze byt
pribéhem se stastnym koncem, pokud se podati koordinovat |é¢ebné strategie jednotlivych statl a
pokud bude dostatek financ¢nich prostredkUl k realizaci plosné Iécby infikované populace.

2. HCV — etiologicke agens

2.1. Popis HCV genomu

Virus hepatitidy C (HCV) je obaleny jednovldknovy RNA virus. Velikost virové partikule je 55-65 nm.
Genomova virovda RNA ma pozitivni polaritu. HCV taxonomicky fadime do Celedi Flaviviridae, je dosud
jedinym ¢lenem rodu Hepacivirus. DalSimi lidskymi patogeny v této Celedi jsou tfeba virus dengue a
virus Zluté zimnice®.

Velikost HCV genomu je pfiblizné 9600 nukleotidd, rdzné izoldty HCV genom( maji odlidnou délku®®.
Genom HCV se skldada z nekddujicich 5" a 3 “oblasti a centralniho kddujiciho regionu. Jedna se o
relativné maly RNA virus, proto jeho proteiny zpravidla zastavaji vice nez jednu funkci v replika¢nim
cyklu a interakcich s hostitelskou burikou.

2.2.  Nekddujici oblasti genomu HCV

5°-NC

Pozoruhodna je jiz 5'koncova nekddujici oblast, kterd patfi v rdmci HCV genomu k nejvice stabilnim
useklm. Proto je tento Usek ¢asto vyuZzivan k diagnostice HCV infekce metodou polymerazové retézové
reakce, at” se jedna o kvalitativni stanoveni ¢i genotypizaci, tedy uréeni jednotlivych genotypl nebo
subtyp( >, Tato vysoce konzervativni oblast, oznacovand v literatufe téz jako 5°-UTR, 5"-NTR nebo
5-NC, o délce 341-344 nukleotidid slouzi i k navazani virové HCV RNA na ribozomalni aparat
hostitelskych bunék. 5°-NC bezprostfedné navazuje na iniciacni metioninovy kodon (AUG) otevieného
¢teciho ramce kédujici oblasti HCV RNA. HCV genom postrada na svém 5° konci metylaci, tzv.



metylovou ¢apku. Soucdsti nekddujici oblasti 5°-NC je IRES (internal ribosomal entry site). Jedna se o
Usek priblizné mezi 40 a 355 nukleotidem, ktery ma slozitou sekundarni strukturu s minimalné sedmi
vlasenkami 78 |RES umoiZfuje iniciaci translace nezavisle na metylové Capce. Mnohocdetnymi
intermolekuldrnimi kontakty dochazi k pfimé vazbé 40S ribozomalni podjednotky a transla¢niho
inicia¢niho faktoru elF3 na pFesné vymezené oblasti IRES??°. Diky IRES se ribozomy hostitelské butiky
navazi v tésné blizkosti za¢atku oblasti kddujici virové proteiny u iniciaéniho AUG kodonu prakticky bez
skenovani®® a zajisti spravné umisténi AUG kodonu na ribozomu a zahdjeni translace, bez nutné
spoluliéasti dalich buné&nych translaénich iniciaénich faktorll (napf. elF4A, elF4B, elF4F, atd.)?.
IRES je kritickou oblasti pro virovou replikaci a infekciozitu HCV?*?324, Schopnost zahdjit translaci
bez nutné pritomnosti dalSich iniciacnich faktorl je unikatni mezi RNA biologickymi systémy.
Mezi eukaryotickymi burikami nemd ekvivalent. Podobné bindrni komplexy jsou popsany pouze
u prokaryot %,

3’-NC

3’- koncova nekddujici oblast, nachazejici se v HCV genomu za polyprotein kédujici oblasti byla
objevena aZ po sedmi letech od objevu HCV, tedy v roce 1996%%?7, Tato oblast ma rovnéz sloZitou
sekundarni strukturu. 3’-NC oblast mUZeme zakladné rozdélit na 3 useky: kratkou variabilni doménu,
polyuridine-polypyridinovou doménu a na vysoce konzervativni doménu, oznaovanou téz jako X-
tail*”’. Dvé posledné jmenované domény jsou pravdépodobné zédsadni pro infekciozitu HCV. 3'-NC
interaguje s celou fadou proteinl hostitele, véetné PTB (polypyrimidine tract binding protein, PTB).
Pravé tato interakce zvySuje translacni aktivitu genomické RNA. X-tail je téz zasadni element pro
zahajeni syntézy negativniho vlakna pfi virové replikaci?®. 3°- NC usek genomové HCV RNA obsahuje i
vlasenku (hairpin). Pfedpoklddame, Ze tato ¢ast genomu mize byt vyuZita jako autoiniciacni templat
pro extenzi virové RNA,

5-NC C E1 E2 p7 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS58 3-NC

Obrazek 1 Schéma genomu HCV (pFevzato z KREKULOVA, Laura a Vratislav REHAK. Virové hepatitidy:
prevence, diagnostika a Ié¢ba. Vyd. 2. Praha: Triton, 2002. ISBN 80-725-4218-4%),

2.3.  Kddujici oblast genomu HCV

Koédujici oblast genomu, kterd se nachdzi mezi 5°-NC a 3'-NC oblastmi, délime dale na c¢ast kédujici
strukturalni proteiny a oblasti nesouci informace pro nestrukturdlni bilkoviny. Cela kédujici oblast je
prepisovana z jednoho otevieného ¢teciho ramce (open reading frame - ORF). Po prepisu (translaci)
tak vznika jeden polyprotein o délce kolem 3000 aminokyselin'*3!.Ten je nasledné opracovén pomoci
enzymatického aparatu hostitelské buriky i vlastnich virovych proteaz a postupnym proteolytickym
Stépenim vznikaji findlni virové strukturalni a nestrukturdlni bilkoviny. Genetické informace pro
strukturalni proteiny jsou umistény na zacatku (5'-konci) kédujici oblasti, v regionech C, E1, E2 a p7.
Oblast nesouci informace pro nestrukturalni bilkoviny délime dale na regiony NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A a NS5B.

10



Funkce malého virového proteinu p7, ktery je ptrepisovan ze stejnojmenného lokusu nebyla dlouho
jasna. V soucasné dobé ho fadime mezi strukturalni proteiny a jiz vime, Ze jeho 2 domény vytvareji
iontovy kanal.

Strukturalni proteiny

Core protein

Core protein je vysoce konzervativni bilkovina o molekuldrni hmotnosti asi 21kD, ze které je sloZzena
virova nukleokapsida. Béhem replikace HCV je odstépen z velkého polyproteinu jako prvni. Stépeni
mezi core proteinem a nasledujicim E1 zajistuje signalni peptidaza, ktera je lokalizovana v ER
(endoplazmatickém retikulu) hostitelskych hepatocytl.  Core protein je moZno detekovat ve 2
respektive ve 3 zékladnich formach o hmotnosti 21 kDa, 19kDa a 16 kDa*?. Nejmensi forma core
proteinu nevznika sestfihem, jak se plivodné predpokladalo, ale pfimo translaci ze sekundarniho
(alternativniho) ORF*. Vétsi proteiny 21 a 19 kDa jsou v HCV infikovanych hostitelskych burikdch
lokalizované prevdiné na membranach ER, zatim co nejmensi protein 16kDa se nachazi hlavné
v perinukledrnim prostoru2. Ztoho je patrné, Ze core protein neni ,jen” bilkovinou tvofici
nukleokapsidu, ale ma mnoho dalSich funkci v rdmci replika¢niho cyklu a interakci HCV s hostitelskou
burikou. Pomér jednotlivych core proteint (16, 19 a 21 kDa) stejné jako jejich konkrétni lokalizace
v hostitelském hepatocytu souvisi s transformaci této buriky34.

Core protein lze rozdélit do tfi domén. Prvni doména, ktera vaze virovou RNA, obsahuje vysoky pomér
zasaditych zbytkd. Druha doména je vice hydrofobni neZ prvni Usek a jeji C-terminalni konec je
identicky s C-koncem produktu p21. Tfeti doména slouZi jako signalni sekvence pro E1 protein3>3,

Core protein se vaze k membrandm endoplazmatického retikula hostitelské bunky, k lipidovym
inkluzim, mitochondriim a bunéénému jadru. Tato bilkovina pfimym i nepfimym mechanizmem
potencuje maligni zvrat hepatocytd a rozvoj steatdzy *”. RovnéZ ovliviiuje funkce hostitelské buriky jako
je transkripce, metabolizmus lipid( a napfiklad i apoptdzu. Je zasadni pro tvorbu novych virion®83,
Multimerizace core proteind vede k vytvoreni nukleokapsidy a kompletizaci virové partikule. Pro
vzajemnou interakci je podle vétsiny autorl esencialnich prvnich 115 AK na N-konci C proteinu;
interaktivni doména je mezi aminokyselinovymi zbytky na pozicich 36-91 a castecné se kryje
s doménou pro vazbu RNA na ribozom3®. Vazba core proteinu s 60S ribozomovou podjednotkou
pravdépodobné reguluje i odplasténi virionu.

Core protein ovliviiuje také metabolizmus Zeleza v hepatocytech?® a je povaZovén za induktor vzniku
inzulinové rezistence u pacient( chronickou hepatitidou typu C*"*2, Vazba core proteinu s tukovymi
kapénkami a apolipoproteinem Il vysvétluje experimentdlné doloZzenou schopnost této bilkoviny
indukovat steatdzu u transgennich mysi*. Vznik jaterni steatézy pozorujeme té7 v klinické praxi u
infikovanych osob. Indukce steatdzy je genotypové variabilni, nejvétsi prosteatoticky potencial ma HCV
genotyp 3a 4%,

E1E2

Virovy obal je sloZzen ze dvou glykoproteind E1 (30-35kDa) a E2 (70-72kDa). Tyto obalové (envelope)
bilkoviny jsou vysoce glykosylované a maji zasadni roli pti praniku virové ¢astice do hostitelské buriky.
El je zodpoveédna za fuzi virové partikule a bunécného obalu napadené hostitelské buriky, na svém N-
konci ma 4-5 glykand. E2 funguje jako vazebna receptorova podjednotka, na svém N konci ma kolem
11 glykosylacnich pozic. Pocet téchto pozic je odliSny pro rizné genotypy a hraje dulezitou roli pro
formovani virového obalu HCV, E1E2 komplexu a interakci receptori s virovou partikuli. Je popsana
nekovalentni interakce E1 a E2, diky které dochazi k vytvoreni pfirozenych heterodimeru, které se
nasledné podileji na vzniku virového obalu. Souc¢asné byly dokumentovany i E1IE2 komplexy vazané
disulfidovou vazbou®. Obalovy protein E2 interaguje s buné&nym receptorem CD81 a s receptory pro
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HDL (high density lipoprotein)*’. V experimentu bylo prokazano, Ze solubilni formy CD81 mohou
inhibovat vstup uméle vytvofené HCV pseudopartikule (HCV pp) do hostitelskych buné&k?®.

E2 protein obsahuje 2 hypervariabilni oblasti (hypevariable regions HVR): HVR 1 a HVR 2, které vykazuji
vysokou frekvenci mutaci, nebot jsou cilem neutralizacnich protilatek. Jejich hypervariabilita
znemoZiuje neutralizaci HCV protildtkami hostitele a E2 se tak mimo jiné podili i na vysokém procentu
chronickych HCV infekci*>*°. Fakt, Ze HCV glykoproteiny jsou lokalizovdny vyhradné na membréanach
endoplazmatického retikula a prakticky nejsou detekovatelné na plazmatické membrané infikované
bunky, koresponduje s poznatkem, ze HCV je, stejné jako ostatni zastupci Celedi Flaviviridae,
z hostitelskych bunék uvolfiovan pucenim z endoplazmatického retikula a naslednou exocytdzou.

pP7

P7 protein je polypeptid tvoreny z 63 aminokyselin. Sestfih p7 umoZnuji peptidazy hostitelské buriky.
P7 tvofi dvé transmembranové domény, lokalizované v endoplazmatickému retikulu (ER). Spolu vytvari
iontovy kandl, ktery je duleZity pro infekciozitu HCV°**2, Podporuje napfiklad translokaci
nestrukturalniho proteinu NS2 do ER hostitelskych hepatocyt(, kde nasledné probiha jeho dalsi
$tépeni. HCV p7 ma podobné vlastnosti jako proteiny ze skupiny viroporind, je zadsadni pro sloZeni
kompletni virové partikule a uvolnéni zralych virovych ¢astic z infikované buriky hostitele®.

Nestrukturalni virové proteiny

NS2

NS2 protein je transmembranovy protein o velikosti 21-23 kDa, ktery je zasadni pro kompletaci virové
partikule®*. Na C- konci této bilkoviny se nachazi doména s protedzovou aktivitou, zodpovédnd za
$tépeni NS2/3. Jedna se o oblast mezi 827. a 1207. aminokyselinovym zbytkem>. Na autoprotedzové
aktivité participuje krom vySe zminéné C terminalni domény NS2 i N- terminalni Usek nasledujiciho
virového nestrukturalniho proteinu, tedy NS3. St&peni v oblasti NS2/NS3 je prvni posttranslaéni
autokatalytické $tépeni nové syntetizovaného, virového polyproteinu®.

NS2-3 protedza byla nazyvand metaloprotedzou, nebot exogenni zinek stimuluje jeji aktivitu a chelaéni
Cinidla, jako napfiklad EDTA vedou k inhibici. Novéjsi prace vsak prokazaly, Ze zinek ,pouze” stabilizuje
strukturu aktivniho mista NS3 podjednotky®”%%.

NS3
NS3 protein viru hepatitidy C o molekulové hmotnosti 67kDa je podobné jako NS3 protein flavivir(
sloZeny ze dvou hlavnich domén. Pfi N konci je lokalizovana protedzova doména, zabirajici zhruba 1/3

lokusu. Navazujici 2/3 pFi C konci zaujima NTPazo/helikdzovd doména®®°,

Serinovd protedza na N konci je zdsadni enzym pro infekciozitu HCV, je zodpovédna za ko- a
posttranslacni stépeni dalsich, nestrukturalnich proteinl. Konkrétné jde o $tépeniv oblastech NS3/4A,
NS4A/4B, NS4B/5A a NS5A/5B. Katalytickd aktivita je podminéna pfitomnosti 3 aminokyselinovych
zbytkd: histidinu na 1083 pozici, kyseliny asparagové na 1107 a serinu na 1165 pozici. Jejich zdména
alteruje $tépny potenciél celého enzymu®v®2,

Stépeni NS3/4A je cis, véechna ostatni jsou trans $tépeni. NS4A protein je kofaktorem serinové
protedzy a je esencialni pro viechna vySe uvedena stépeni s vyjimkou NS5A/5B. Struktura NS3 HCV
protedzy je velmi podobna struktufe ostatnich &lend trypsinové nadrodiny protedz 3.

Oblast pfi C-konci NS3 lokusu ma aktivitu RNA helikdzy a nukleosid trifosfatazy. HCV NS3 helikaza je
¢lenem Asp-Glu-Cys- His podskupiny takzvanych DEAD box helikdz. Jeji ATPazova aktivita je
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stimulovdna jednovldaknovymi ribonukleovymi kyselinami. Tato helikdza rozplétd mono- a hetero-
duplexy ve sméru 3°-5". Pro jeji aktivitu je nezbytna pfitomnost iontli Mg?* & Mn?* a ATP.

Mutace NS3 oblasti, které alteruji helikdzovou aktivitu vedou k ovlivnéni infekciozity in vitro. Helikaza
je zdsadni pro virovou translaci a replikaci. Kromé jiz popsané role pfi replikaci HCV a jeho
posttranslacnich Upravach ma NS3 protein jesté dalsi funkce, které ovliviiuji pochody v hostitelskych
bunkach. NS3 napfiklad inhibuje fosforylaci mediovanou cAMP-dependentni protein kindzou (protein
kindza A-PAK) a tim i transdukci signalu pfenaseného touto cestou®. Pochopeni molekuldrnich
mechanizm( NS3 helikdzy umoZnilo vyvoj novych specificky ptsobicich virostatik®®66:67.68.69,70,

NS4A

NS4A je maly nestrukturdini virovy protein o molekuldrni hmotnosti 8kDa sloZeny z54
aminokyselinovych zbytk(. NS4A je esencialni kofaktor pro funkci NS3 protedzy’?, jeho pfitomnost je
nezbytna pro posttranslaéni Gpravy velkého virového polyproteinu’2. Aktivni misto je lokalizovano
v centrdlni ¢asti NS4A proteinu vrozmezi asi 12 aminokyselinovych zbytkd. Koncovych 20
aminokyselinovych zbytk( vytvari transmembranovou kotvu, kterd stabilizuje NS3/NS4A komplex na
membrandch ER. Interakce mezi NS3 a NS4A vede k aktivaci Stépného mista NS3 proteazy. Pfitomnost
NS4A je téZ nutna k fosforylaci NS5A73,

NS4B

NS4B je maly hydrofobni protein (27kDa), obsahuje 4 transmembranové domény. NS4B spoluplisobi
s NS4A a tim nepfimo ovliviiuje i NS3 a NS5A”4. Nestrukturalni protein NS4B indukuje morfologické
zmény v ER, vedouci ke vzniku tzv. membranového webu (membranové sité MW). Zde se pak
pravdépodobné zformuje replikaéni komplex’. Kromé vlastni replikace RNA (jeji vazbou a tvorbou

replikaéniho komplexu) se NS4B podili i na procesu maturace virionu a enkapsidaci’®’”.

NS5A
NS5A je hydrofilni protein, ktery hraje dllezitou roli pfi replikaci HCV, ovliviiuje bunécnou signalizaci a
také odpovéd’ nainterferon. Nema transmembranové domény, vazbu na membrany zajistuje unikatni
alfa $roubovice lokalizovana na jeho N konci’®”°. Mutace v oblasti této Sroubovice vede k uvolnéni
vazby na membrénu a zabrafiuje tvorbé replikaéniho komplexu HCV® a tak zdsadné ovliviiuje replikaci
HCV.

NS5A se vyskytuje minimalné ve dvou formach o molekulové hmotnosti 56 a 58kDa. Plvodné se
predpokladalo, Ze odlisné formy vznikaji rozdilnou proteolyzou, podle experimentdlné podlozenych
pozorovani jsou ale vysledkem odlisné fosforylace. NS5A je fosforylovan zejména na serinovych
zbytcich, ¢astecné téZz na threoninu. Okrsky hyperfosforylace byly zmapované dele¢ni analyzou.
Nachdazeji se hlavné v centralni asti NS5A mezi AK 2200 a 25008, Konkrétni lokusy, kde k fosforylaci
dojde, jsou pro jednotlivé HCV izolaty odligné®2. Ovlivnéni NS5A fosforylace je multifaktoridlni a podili
se na ném prakticky vSechny nestrukturalni proteiny lokalizované v ORF nad NS5A, tedy smérem
k 5’konci ¢teciho ramce.

V NS5A kédujicim regionu, konkrétné mezi aminokyselinovymi zbytky 2209 az 2248, se nachazi oblast
oznacCovana jako ISDR (interferon alfa sensitivity-depending region). Tento Usek vzbuzoval, zejména
v dobé interferonovych lé¢ebnych rezim( (viz déle v textu kapitola Lééba HCV infekce), znacnou
pozornost nejen virologl, ale i klinik(l. ISDR pfimo interaguje sIFN alfa stimulovanym genovym
produktem PKR protein kindzou. Ta je aktivovana vazbou na dvouvldknovou RNA cozZ vede k zastaveni
proteosyntézy. Sekvence ISDR byly pfed érou DAA vyuzivany k predikci Iécebné odpovédi na IFN
rezimy838+8>8_ NSSA interaguje s celou fadou bunéénych proteind a ovliviiuje tak mitotickou aktivitu,

pro- i anti- apoptoticky efekt, transformaci hepatocyt( a vznik hepatoceluldrniho karcinomu (HCC)®’.
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Vy3e popsand pozorovani upozorfiuji na velmi aktivni roli, kterou NS5A hraje pfi HCV replikaci®.
Modulace funkce NS5A fosforylaci je regulaénim mechanizmem minimdalné jednoho kroku HCV
replikace®.

NS5B

NS5B je posledni v fadé nestrukturalnich virovych proteind, nachazi se na 3’konci ORF. Tento hydrofilni
protein o molekulové hmotnosti 65kDa nese GDD motiv (tedy sekvenci Gly-Asp-Asp) spolecny pro
vsechny virové RNA dependentni RNA polymerazy (RdRp). Je to enzym nezbytny pro syntézu nové
virové RNA. Strukturalné je NS5B typicka , pravoruka“ polymeraza, s doménami prstl, dlané a palce
kompletné uzavirajicimi aktivni misto®. GDD motiv se nachazi na ,dlani”. Rychlost syntézy je mezi
150-200 nukleotidy za minutu a je nezdvisld na koncentraci NS5B. Pro aktivitu RdRp je dulezita
pfitomnost iontl Mn2*. Zn? ionty pGsobi na RdRp naopak inhibi¢n&®,

NS5B nekatalyzuje jen elongaci RNA (at jiz autoiniciatnim mechanismem copy back tedy zpétného
kopirovani RNA templdtu nebo prodluzovanim existujiciho primeru), ale byla potvrzena i schopnost de
novo primer nezavislé RNA syntézy pfi zvy$ené koncentraci nukleotid (2.

C’koncova hydrofobni doména zajistuje spojeni s jadernou membranou, predpokladanym mistem HCV
replikace. Rovnéz obsahuje determinanty pro interakci s NS5A. Dele¢ni analyza potvrdila
hydrofobi¢nost C'terminalnich 21 AK. NS5B RdRp s C'termindlni deleci je solubilni, zatimco RdRp
s plnou délkou je lokalizovdna vyhradné v perinuklearni oblasti zakotvend k membrané. Tyto nalezy
potvrzuji hypotézu, Zze C’koncovy Usek RdRp neni esencidlni pro vlastni polymerazovou aktivitu, ale
hraje dileZitou roli v replikac¢nim cyklu in vivo. NS5B pfimo interaguje s NS3 a NS4A, tyto proteiny tvofi
dale komplexy s NS4B a NS5A. Popsané vzijemné interakce jsou dllezité pro vznik a funkci
replika¢niho komplexu.

NS5B nema exonukledzovou ani proof-readingovou aktivitu, jeji presnost je tudiz asi milionkrat mensi,
nez u je tomu u DNA polymerdaz prokaryot( &i eukaryotd®. Jako centralni hybatel HCV replikace je NS5B
dalezitym cilem pro ptimo plisobici virostatika.

2.4. Replikacni cyklus viru hepatitidy C

Prvnim krokem je vstup HCV partikule do hostitelské buriky. Je to pomaly a komplexni proces, na
kterém se podili nékolik povrchovych molekul hepatocytli véetné glykosaminoglykant, CD81,
scavenger receptoru t¥idy B (SR-BI) a mandzu vazajici lektiny DC- SING a L-SING®*%°. Inicidlni kontakt
viru a hostitelské bunky pravdépodobné podporuji také lipoproteiny asociované s virionem. Po prvnim
pfibliZzeni a kontaktu se obalovy E2 protein vaze s vysokou afinitou k externi klicce CD81 . V poslednich
letech bylo identifikovano nékolik hostitelskych molekul, které bufku chrani pfed HCV infekci.
Napriklad EW1-2wint je protein schopny vazby k CD81, ktery dokaze zablokovat vstup HCV do buriky
interakci mezi virovymi glykoproteiny a CD81%97:%8,

Po vazbé virové castice k membranovému receptoru dojde k jeji penetraci do bunky. Nukleokapsida,
ktera obsahuje pozitivné orientovanou jednovldaknovou RNA, je nasledné uvolnéna do cytoplazmy. Po
odplasténi je virovd genomova HCV RNA vyuZita jak pro translaci (jako mRNA templat), tak pro
transkripci negativniho vlakna RNA a naslednou replikaci. Jak jiz bylo zdGraznéno, translace HCV RNA
neni zavisla na methylové Capce, ale je iniciovana 5’koncovou strukturou HCV RNA lokalizovanou v 5°-
NC regionu tzv. IRES. Pfeklad z mRNA do polyproteinu je zahajen vazbou IRES na ribozom v ER.
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Z jednoho otevieného ¢teciho ramce vznika polyprotein, ktery je okamzité stépen jak bunécnymi tak
virovymi protedzami za vzniku virovych proteinda.

NS5B RNA-dependentni RNA polymeraza replikuje virovou RNA pres syntézu negativniho RNA vlakna,
to nasledné slouzi jako templdt pro syntézu nového pozitivniho vldkna. Replikace a post-translaéni
Upravy jsou v hostitelské burice lokalizované v membranové siti, kterd se slozena zvirovych
nestrukturalnich proteint a také z bilkovin hostitelské buriky. Tento Utvar nazyvame replika¢nim
komplexem a je lokalizovan v blizkosti jaderné membrdany. Oplasténi nové syntetizované HCV RNA a
vznik nukleokapsidy probiha v ER a nukleokapsida nasledné ziska svij obal v Golgiho aparatu, tésné
pfed tim, neZ jsou nové zralé virové partikule uvolnény z hostitelské buriky exocytézou®> %, Replikaéni
aktivita HCV je vysokd, denné vznika az 10*? novych viriontl, maji ale polocas jen nékolik hodin*®. Virus
hepatitidy C neni sdm o sobé cytopaticky, k poskozeni hepatocytl dochazi v ddsledku imunitni reakce
hostitele®?, Nepfimym didkazem tohoto tvrzeni je skuteénost, Ze elevace sérové ALT a AST korelujici
s nekrézou hepatocytl nastupuje az s casovym odstupem po dosazeni vrcholu HCV virémie. Pfi podani
glukokortikoid( nebo jinych imunosupresiv u osob infikovanych HCV dochazi k poklesu biochemickych
abnormalit a to i pres vzestup virémie. Stejny efekt byl pozorovan u Simpanzl experimentdlné
infikovanych HCV®10L192  pogkozeni jaterniho parenchymu pfi HCV infekci je zpUsobené
prostfednictvim imunitni odpovédi hostitele. Pfitomnost HCV v jaternich burikdch zahajuje kaskadu
imunitnich reakci, kterd vede k destrukci hepatocytl prostrednictvim specifickych cytotoxickych
(CD8+) T lymfocytl a NK bunék©21% Na koordinaci imunitnich reakci hostitele proti HCV se podili
rovnéz cytokiny, mimo jiné IFN-gama, interleukin 2 a interleukin 12104105,
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Obrazek 2 Schéma replikace flavivird vinfikované bufice (pfevzato z Rehdk V. a L. Krekulova.
Pegylované interferony — budouci standard v 1é¢bé chronickych virovych hepatitid. Trendy v mediciné
— zvldstni vyddni. 1998, 4, 1-20. ISSN: 1212-9046. Grafické zpracovani Panax'%).
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2.5. Geneticka variabilita HCV

Pokud bychom chtéli virus HCV charakterizovat nejdlleZitéjsi vlastnosti, zdlraznili bychom jeho
genetickou variabilitu. HCV genom je znac¢né variabilni, jak jiz bylo zminéno v popisu jednotlivych
virovych protein(, frekvence vyskytu mutaci RNA neni v rdmci celého genomu stejng?*107 108,

Nékteré oblasti jsou spiSe konzervativni s minimalni variabilitou — napf. 5°-NC oblast, jiné jsou naopak
hypervariabilni s dokumentovanymi rozdily i mezi jednotlivymi virovymi izoldty v rdmci jednoho
infikovaného hostitelského organizmu. Vysoce variabilni jsou napfiklad dva useky E2 kddujici oblasti
tzv. HVR 1 a HRV 2 (HVR = hypervariable region) nesouci genetickou informaci pro 20 respektive 16
aminokyselin virového obalu. Pravé vysoka proménlivost tohoto antigenniho lokusu je soucasti virové
strategie a ochranou pfed imunitnim systémem hostitele®1%,

Replikace HCV RNA probiha pomoci RNA dependentni RNA polymerazy (RdRp), tedy enzymu, jehoz
replikaéni aktivita neni piili§ presna®. Cetnost nukleotidovych zmén genomu HCV in vivo byla
stanovena porovnanim sekvenci nukleotidll v NS5 a E1 regionech jednotlivych HCV izolat(, ziskanych
od osob infikovanych ze spoleéného zdroje!'®. Modelem pro tato sledovéni je epidemie v Irsku. V roce
1977 zde byla infikovana skupina Zen po aplikaci anti-D imunoglobulinu, ktery byl kontaminovan
HCV101l Byla sledovéna Eetnost nukleotidovych substituci a frekvence tzv. némych mutaci, tj.
bodovych mutaci, které nevedou k zaméndm na Urovni aminokyselin a k ndslednym fenotypovym
zménam. Sledovani némych mutaci je vyhodnéjsi pro sledovani vyvoje genomu HCV, protoze mutujici
virové kmeny nejsou ovlivnény selekci virovych variant s odlisSnymi fenotypovymi vlastnostmi
v disledku zdmény aminokyselin®. Median diference sekvenci nukleotidd na mistech némych mutaci
v NS5 regionech jednotlivych izolatli byl mezi infikovanymi pfijemci anti-D imunoglobulinu 0,037, coz
odpovida rocni frekvenci substituci 0,11 % na dané pozici. Je to téméf 3x vice, neZ vypocitana
frekvence substituci ve vSech pozicich (0,041 % na pozici a rok). Srovnatelné vysledky byly zjistény také
pro E1 region (0,17 % némych a 0,073 % vsech substituci na dany lokus za rok)**°.

Za predpokladu, Ze frekvence nukleotidovych zamén je v ¢ase konstantni, je Cetnost substituci v NS5 a
E1 regionech HCV genomu 1,4 — 2,0 x 103 substituci v daném lokusu za rok. Zjisténa ¢etnost substituci
odpovida ocekavané frekvenci bodovych mutaci, odhadovanych na zakladé poctu chyb, kterych se
dopousti RNA polymeraza a generaéni doby HCV pfi chronické infekcit'2113,

Klasifikace HCV genotypu

Jednotlivé genotypy zfejmé reprezentuji varianty plvodniho viru, které se zacaly postupné odliSovat
jiz pred velmi dlouhou dobou. Minimalni doba, ktera byla podle soucasnych odhadu potfebna ke vzniku
esti rozdilnych HCV genotypl je 1000—2000 let, pro subtypy se odhaduje asi 600 let!1?113,

Existuje fada klasifikaci popisujicich odliSnost jednotlivych HCV izolatd. Rizné klasifikacni systémy
vyuZivaji odlisné oblasti virového genomu (5-NC, C, E1, NS5b)®114 115116117 g cilem sjednotit
klasifikacni systém HCV vzniklo v roce 1994 (2nd International Conference of HCV and Related Viruses)
mezindrodné doporudené klasifikaéni schémal!*118, podle tohoto schématu jsou HCV izolaty rozliseny
na 6 genotypl a mnoZstvi subtypt (obr. ¢. 3). OdliSnost mezi jednotlivymi genotypy je v ramci celého
genomu vétsi nez 30 %, mezi subtypy 20 %. Ddle jsou jeSté popisované tzv. kvasispecies — kvazidruhy,
kde je odlisnost v ramci celého genomu pod 10 %. Kvazidruhy se mohou vyskytovat i v rdmci jednoho
infikovaného subjektu. Cim delsi je doba trvani HCV infekce u daného jedince, tim vétsi mnozstvi
kvazispecies jsme schopni identifikovat a tim obtiznéjsi je nasledna lécba daného pacienta. Genotypy
jsou Cislovany, subtypy jsou oznacovany malymi pismeny a, b, c, ... v pofadi v jakém byly postupné
objeveny, popsény a klasifikovany 4,
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Popisy a srovndvani novych sekvenci zdoposud neprobadanych geografickych oblasti vedly
k poznatku, Ze existuje extrémné vysoky pocet subtyp(. Nékteré HCV varianty z Dalného Vychodu
(Thajsko, Vietnam, Indonésie), které jsou rfazeny ke genotypu 3 a 6, vykazuji vétsi odliSnost, nez je mezi
subtypem a genotypem. Néktefi autofi je proto klasifikuji jako nové samostatné genotypy 7, 8,9, 10 a
11, Pro akceptovéani nového HCV genotypu musela byt splnéna nésledujici konsenzudlni kritéria 2°:

musi byt k dispozici minimalné 1 kompletni HCV sekvence kédujici oblasti
musi byt doloZena existence minimalné tfi epidemiologicky nezavislych izolatl
fylogeneticka vétev musi byt odlisna od dfive popsanych sekvenci

musi byt vyloucena intergenotypova nebo intersubtypova chiméra

P wnNe

Posledni upravena verze klasifikace HCV genotyp( je z roku 2014 a pfidala k ptvodni klasifikaci jeden
novy genotyp - ¢islo 7 1. Na aktudlnim seznamu GenBank (National Center for Biotechnology
Information, NIH, USA) je tedy uvedeno 7 genotypu, 67 potvrzenych a klasifikovanych subtyp( a dalsi
subtypy, které na svoji findlni klasifikaci jesté cekaji. Stale predpokladéame, Ze se klasifikace HCV
genotypl s ohledem na intenzivni vyzkum a rostouci mnozstvi novych registrovanych sekvenci bude
pravdépodobné dale ménit. Posledni registrovany genotyp 7a, ktery byl podnétem ke zméné a
aktualizaci klasifikacniho systému, vSak nesplrfiuje hned 2. bod konsenzualniho doporuceni z roku 2005.
Genotyp 7a dosud reprezentuje jen jeden izolat: QC69 EF108306. V novém rozsifeném klasifikaénimu
systému vsak bylo 2. kritérium prehodnoceno. Nové staci jen existence 1 unikatni sekvence kédujici

oblasti HCV genomu k ustanoveni nového genotypu, pfi splnéni zbyvajicich pozadavkd.

Rozsifeni genotypl v rliznych oblastech je odlisné, souvisi pravdépodobné s dominantnim zplsobem
Sifeni HCV infekce v jednotlivych populacich. Dominantni genotyp mizZe odpovidat i dobé uvedeni a
rozsiteni hepatitidy C v dané oblasti.
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Obrazek 3 Fylogeneticky strom 129 reprezentativnich kompletnich sekvenci kddujicich oblasti HCV
genomU . Konstruovdno systémem MEGAS'?? (pFevzato ze SMITH, D. B., J. BUKH, C. KUIKEN, et al.
Expanded classification of hepatitis C virus into 7 genotypes and 67 subtypes: Updated criteria and
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genotype assignment web resource. Hepatology. 2014, 59(1), 318-327. DOI: 10.1002/hep.26744. ISSN
02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.26744 1),

3. Pienos HCV infekce

Virové hepatitida typu C patfi mezi parenteralné prenosné infekce. Pro akvizici je nutna expozice télni
tekutiné nebo biologickému materialu, ktery obsahuje virové partikule. Infekéni material musi byt v
pfimém kontaktu se sliznici nebo tkanémi po pfekondni kozni bariéry. To nastane tfeba pfi poranéni
ostrym kontaminovanym predmétem, napfiklad pfi injekéni aplikaci 1ékd, ndvykovych latek apod.

Mezi nejCasté;jsi cesty prenosu HCV infekce patfi:

- injekéni aplikace drog

- prenos krevnimi derivaty

- hemodialyza

- prenos organovym Stépem

- iatrogenni a nozokomialni pfenos

- profesiondlni pfenos

- tetovani a piercing (pfi nedodrzeni aseptickych podminek, tedy provadéné neprofesionalné)

- vertikdlni pfenos z matky na novorozence — perinatalni pfenos

- sexudlni pfenos (Castéjsi mezi muzi, ktefi maji nechranény pohlavni styk (PS) s muzi (MSM),
pfi konifekcich s HIV ¢i jinou pohlavné prenosnou chorobou)

- orientdlni invazivni techniky — akupunktura, bankovani, apod.

Pfenos HCV transfuznimi pfipravky a krevnimi prevody byl velmi ¢asty pred objevem viru hepatitidy C
a zavedenim testovani darct krve. Riziko akvizice HCV krevnim prevodem vypovidalo o stavu a
promorenosti dané populace a vyznamné se liSilo v rGznych zemich. V USA bylo pred érou testovani
kolem 1,5 %, v Japonsku vyznamné vyssi — a7 8 %12%124125,126

New infections Chronicinfections Deaths from cirrhosis and
hepatocellular carcinoma

Attributable to Among persons who Attributable to
current injection currently inject (or lifetime injection
drug use recently injected) drugs drug use
# # % # | # (million) % # (000s) # (000s) %
(million) | (million) (million)
HBV N/A N/A 1.2 257 %S 0.5 890 8.1 0.9
HCV 17 0.39 23.0 71 56 8 400 126.0 31.5

Tabulka 1 Zastoupeni PWID (people who inject drug - osoby injekéné uZivajici drogy) v incidenci,
prevalenci a po¢tu umrti na komplikace chronické HCV infekce (pfevzato z Global Hepatitis Report,
2017. Geneva: World Health Organization, 2017. ISBN 978-92-4-156545-5. Dostupné také z:
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/255016/9789241565455-eng.pdf?sequence=1°).

V Ceské republice byla situace s pfenosem HCV infekci cestou krevnich ptevodl a produktd relativné
pfizniva, vzhledem k nizké séroprevalenci v ceské populaci. Navic bylo plosné testovani antiHCV
protilatek u potencidlnich darcl krve zavedeno jiz v roce 1992, tedy necelé 3 roky po objevu HCV.
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K bezpe&nosti krevnich pFevodd v CR nepochybné pfispivé i dlouhodoba praxe dobrovolného, tedy
bezplatného darcovstvi krve. V soucasné dobé je prenos HCV infekce krevnimi derivaty ve vyspélych
zemich véetné CR raritni. BohuZel v oblastech s nizéi a nizkou Urovni zdravotni péce, je tato cesta
prenosu stale mozna. Ve vyspélych zemich je dominantnim zplsobem prenosu HCV jiz nékolik dekad
injekéni aplikace drog.

4. Diagnostika HCV infekce

Specifické rozpoznani HCV infekce je zaloZené na laboratornich testech. Onemocnéni zpravidla nema
jednoznacny klinicky obraz, ani pfi fyzikalnim vySetfeni pacienta neni vétSinou nalez specificky pro tuto
konkrétni diagndzu. Na HCV infekci je potfeba myslet jiz pfi odbéru anamnézy, je nutné se zamérit na
epidemiologickou anamnézu a neopomenout dotazy cilené na rizikové chovani.

Elevace tzv. jaternich testl, tedy enzym( obsazenych v hepatocytech (AST a ALT) neni pro diagndzu
rozhodujici. Stejné jako hodnota sérového bilirubinu nemusi byt tyto zakladni biochemické parametry
v patologickych hodnotach a pfesto muzZe byt pacient vysoce infekéni.

Pro virovou hepatitidu C svédci pritomnost protilatky antiHCV a prikaz virové RNA v séru nebo plazmé
pacienta. Bézné dostupné je vySetfeni antiHCV protildtek metodou ELISA (enzyme linked
immunosorbent assays) Ci EIA (Enzyme Immunoassay) stanovujici protilatku proti virovému antigenu.
Protilatky jsou detekovatelné za nékolik tydnd po nakaze podle typu pouZitého testu. Test je tudiz
negativni bezprostfedné po nakaze a v ¢asnych fazich infekce HCV v dobé tzv. diagnostického okna.

C E1 E2 p7 NS2 NS3 NS4 NS5
5'-NC 3'-NC
! i ' :EE i ) : m |m |[m
! ' ' | ' o C £
' ' i S ' : o |® |o
' ! i ey B ! . > | > >
! . ' ‘! i ! ' ' 1 i
i : = :'5?1: ] g |63 w
| i | ‘o : : e |8 €
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" ' i ¢100 £l |®
" ' : @ @ @

c22 ¢33

[ .

NS5
Obrazek 4 ELISA metody k vy$etieni antiHCV protilatek (pfevzato z KREKULOVA, Laura a Vratislav
REHAK. Virové hepatitidy: prevence, diagnostika a lé¢ba. Vyd. 2. Praha: Triton, 2002. ISBN 80-725-
4218-4%°),

Pfi nejasném sérologickém ndlezu protilatek je vhodné pouzit konfirmacniho testu (RIBA nebo PCR).
Detekovatelnd antiHCV protildtka nevypovida o aktudlnim stavu infekce u konkrétniho jedince.
Poskytuje pouze informaci, Ze dany organizmus byl exponovan HCV. Protilatka dlouhodobé pretrvava
v séru hostitele i po eliminaci virové RNA, spontdnni i terapeuticky navozené. Pozitivita antiHCV
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protilatek je zpravidla prvni diagnosticky krok. K ovéreni, zda je dany pacient aktualné infekéni a je
indikovan k dalSimu vysetfovani a k 1é¢bé, potfebujeme vyssi Uroven testovani.

Pro diagndzu akutni ¢i chronické HCV infekce je tedy rozhodujici pfimy prikaz virové RNA v séru nebo
plazmé pacienta. Nejcastéjsi zplUsob testovani HCV RNA je v soucasné dobé prukaz s vyuZitim
polymerazové retézové reakce — PCR metoda. Koncentrace virové RNA se udava v IU/ml, dfive se
pouzival pocet kopii na ml. Kvantitativni stanoveni HCV RNA by mélo byt provadéno standardizovanou
metodou s dolnim limitem detekce <15 IU/ml.

Pomoci molekuldrné genetickych metod jsme téZz schopni urcit jakym konkrétnim HCV genotypem a
subtypem je dany subjekt infikovan. Genotypizovat mizeme také pomoci PCR technik, napriklad
s vyuZitim genotyp-specifickych primerd. V soucasné dobé je genotypizace zpravidla soucasti
diagnostického programu plné automatizovanych, uzavienych PCR amplifikacnich systému. PCR
technikdm a genotypizaci je vénovdna druhd ¢ast vyzkumné prdce, proto pro pripadné detaily
k diagnostickym technikam odkazuji na vlastni ¢lanky na konci prace.

K uréeni pokrocilosti jaterni infekce a poskozeni jaterniho parenchymu pouzivame zobrazovaci metody
— ultrazvuk, CT, MR. V minulosti bylo zlatym standardem k ovéreni stavu jaterniho parenchymu
provedeni jaterni biopsie.

Stanoveni pokrocilosti jaterni fibrézy je vyznamnym prognostickym ukazatelem. Ovliviiuje nejen
rozhodnuti o terapii, ale téZ dalsi péci o pacienta a jeho pfipadné zafazeni do screeningovych program
portalni hypertenze a hepatoceluldrniho karcinomu (HCC).

V soucasné dobé v klinické praxi jaterni biopsii nahradila elastografie jater. Mérenim tuhosti jaterni
tkané poskytne informaci o stavu jaterniho parenchymu, pokrocilosti jaterni fibrozy, pfipadné
pritomnosti jaterni cirhézy. Nejrozsifenéjsi je technologie VCTE (Vibration Controlled Transient
Elastography). Dals$i moznosti rozsifenou v klinické praxi jsou na ultrasonografii zalozené metody
elastografie tzv. shear-wave elastografie (SWE). VCTE méfi tuhost jaterniho parenchymu v Sirokém
rozsahu 2,5-75kPa. Pro jednotlivd jaterni onemocnéni (HCV, HBV, ethylické poskozeni jater,
nealkoholova steatohepatitida a dalsi) existuji horni limity namérené tuhosti, korelujici se stupném
fibrézy podle METAVIR skére (F1-4 ). Elastografickd vys$etfeni jsou na rozdil od jaternich biopsii
neinvazivni, zcela nebolestiva a nemaji Zadna rizika komplikaci. Lze je provadét téz v terénu, tedy mimo
zdravotnicka zatizeni a nemocnice, coZ vede ke zlepSeni dostupnosti a ke zrychleni diagnostického
procesu.

5. Vyskyt virove hepatitidy C

5.1.  Globalni rozsifeni virové hepatitidy C

Celosvétové rozsifeni infekce virem hepatitidy C (HCV) jiz ddvno dosdhlo méfitek pandemie®®1%8, podle
nejnovéjsich odhadl WHO (World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace) z roku 2017
Zije pfiblizné 1 % svétové populace s HCV infekci, v absolutnich ¢islech je to kolem 71 miliond osob®.
Odhady se vyznamné lisi od prfedposledniho WHO reportu z roku 2013, kdy bylo dle tohoto zdroje
infikovano 185 milion( lidi, z toho 130-150 miliénd lidi bylo ve stadiu chronické HCV”'2° . Novy odhad
je v souladu s fadou studii, které sleduji pokles incidence HCV od druhé poloviny 20. stoletj!30:131:132,
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Také posledni materidly EASLu (European Association for the Study of the Liver - Evropska asociace
pro studium jater) z roku 2018 udavaji 71 miliénd viremickych jedinct celosvétové®. V obou ptipadech
jde stale o ndsobek rozsahu pandemie HIV/AIDS™.

Prepokladana globalni incidence HCV, odhadovana matematickym modelovanim byla 23,7 : 100 000,
tedy 1,75 milionl nové infikovanych osob v roce 2015%°. Poéty novych p¥ipadl HCV infekce se odhaduiji
pomérné obtizné, nebot v pfipadé HCV infekce hovofime Casto o tzv. tiché nebo skryté epidemii.
Vzhledem k naprosté prevaze asymptomatickych pribéh(i onemocnéniv prvnich letech az desetiletich

od ndakazy, je pravdépodobné vétsi ¢ast infikovanych osob dosud nevysetfena a nediagnostikovéna®.
ekonomickym dopadim pti feseni komplikaci chronické HCV infekce jako je jaterni cirhdza,
dekompenzovana cirhdza nebo hepatoceluldrni karcinom (HCC).

Incidence of HCV infection

Incidence rate (per 100 000) Total number (000)
WHO region Map key Best Uncertainty  Best Uncertainty

estimate interval estimate interval
African Region ‘ 31.0 22.5-54.4 309 222-544
Region of the Americas 6.4 5.9-7.0 63 59-69
Eastern Mediterranean Region . 62.5 55.6-65.2 409 363-426
European Region . 61.8 50.3-66.0 565 460-603
South-East Asia Region 14.8 12.5-26.9 287 243-524
Western Pacific Region 6.0 5.6-6.6 111 104-124
Global 23.7 21.3-28.7 1751 1572-2 120

Obrazek 5 Incidence HCV infekce v jednotlivych regionech dle WHO (prevzato z Global Hepatitis
Report, 2017. Geneva: World Health Organization, 2017. ISBN 978-92-4-156545-5. Available from:
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/255016/9789241565455-eng.pdf?sequence=1°).

Pandemie HCV postihuje s rliznou prevalenci vSechny WHO regiony (viz. obrazek 5). Nejvice je zasazen
Blizky vychod (Eastern Mediterranean Region dle WHO) s incidenci 62,5: 100 000 obyvatel a také
Evropa (European Region dle WHO klasifikace) s incidenci 61,8 na 100 000 obyvatel. Za vétSinou
novych HCV infekci ve vyspélych zemich stoji injekéni aplikace drog mezi PWID (people who inject drug
- osoby injek&éné uZivajici drogy)®!2. O zévaZnosti tohoto fenoménu svédéi téZ posledni studie z USA,
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kde po mnoha desetiletich poklesu incidence, zaznamenali mezi lety 2010 a 2014 aZ dvojnasobny
narGst incidence HCV. Tento nardst souvisi s rizikovym chovanim PWID!33134135 7 celkového poctu 71
miliond infikovanych osob je asi 5,6 milion( (8 %) jedincu, ktefi jsou aktivnimi PWID*3¢ ,

Pokrocila HCV infekce je kazdoro¢né zodpovédnad za pfiblizné 670 000 umrti asociovanych s jaternim
onemocnénim ¥ a pfedpoklada se, Ze toto &islo jedté poroste®®®, Zprava WHO z roku 2017 jiz odhaduje
1,34 miliond Umrti asociovanych s chronickymi virovymi hepatitidami; 720 000 v souvislosti s fatalnimi
komplikacemi jaterni cirhdzy a 470 000 umrti na hepatoceluldrni karcinom®. Od roku 2000 se polty
téchto umrti zvysily o 22 %. Na rozdil od mortality asociované s HIV/AIDS ¢i tuberkul6zou, mortalita
asociovana s virovymi hepatitidami dosud nekulminovala.

Distribuce jednotlivych HCV genotypll ma geografickou zavislost, celosvétové jsou nejcetnéjsi
genotypy 1, 2 a 3139140141 v Eyropé jsou nejvice zastoupeny subtypy la, 1b, 2a a 2b 142143144145
V poslednich letech se v evropskych zemich, patrné v souvislosti se zménou hlavniho zplsobu Sifeni
HCV infekce cestou injekéni aplikace drog, zvysuje i frekvence vyskytu genotypu 3143:146147,148. " Ng
Stfednim vychodé jsou nemocni nej¢astéji nakazeni genotypem 4°, Genotypy 5 a 6 se vyskytuji v Jizni
Africe a na Dalném Vychodé!®, V Japonsku je nejéastéjsi subtyp 1b, ve Spojenych Statech jsou to
subtypy 1a a 1b, s ohledem na intenzivni imigraci se zde postupné objevuji i dal$i genotypy!4&1°0.151.152,

Znalost genotypové distribuce v dané oblasti je dileZitd pro sledovani pribéhu a Sifeni infekce ve
sledované populaci a v ¢ase. Vyznamnou roli pfi zméné genotypl muZe hrat zména hlavni cesty
pfenosu'®'>  pfipadné pfiliv imigrantd do dané oblasti. Pfi odliné citlivosti jednotlivych HCV
genotypl na protivirovou terapii byla a do jisté miry jesté stale je znalost genotypu u konkrétniho
pacienta voditkem pfi planovani Ié¢ebného postupu®*®,

5.2. Rozdifeni virové hepatitidy C v CR

Popsat situaci v Ceské republice je obti?né, zejména proto, Ze chybi aktualizovana epidemiologicka
data. Opfit se mGZeme pouze o jedinou reprezentativni séroprevalencni studii z roku 2001, o data
Statniho zdravotniho Ustavu (SZU, EpiDat do roku 2017, od roku 2018 ISIN - Informacni systém
infekénich nemoci), kterd mezirocné udavaji pocty hlasenych HCV infekci a o studie mapuijici
problémovou populaci PWID v CR.

Ceska republika patfi mezi zemé s nizkou séroprevalenci HCV. Za ptiznivou situaci vdé&ime velmi dobré
Urovni zdravotnictvi, pouzivani jednorazovych pomtcek a rychlému zavedeni testovani darcl krve na
pfitomnost antiHCV protilatek. Podstatnou roli maji téz efektivni preventivni a vyménné programy
v rdmci péce o rizikové se chovajici uzivatele drog. Preventivni programy pro PWID v CR byly zavadény
jiz za¢atkem 90. let minulého stoleti, ¢imZ zabranily a dosud U¢inné brani rozsifeni HIV/AIDS ve skupiné
PWID a udrzuji relativné stabilni situaci s ohledem na Sifeni HCV infekce v této skupiné.

Podle séroprevalenéniho prehledu zroku 2001 byla séroprevalence vobecné populaci v Ceské
republice 0,2 % '*°. Promofenost obecné, nerizikové populace je tedy velmi nizka®>. Diky diagnostice
a dostupné Iécbé HCV je aktualné pravdépodobné jesté nizsi a bude dale klesat. Pokles séroprevalence
v obecné populaci pfimo souvisi se zplsoby prenosu HCV infekce.

Pred objevem viru HCV a pred zavedenim screeningového vysetfovani darcd krve v roce 1992 se
nakaza HCV v CR §ifila pfevazné iatrogenné °°'%7, Po zavedeni testovani darcd krve a jednorazového
injekéniho materidlu ve zdravotnictvi se hlavni cestou Siteni HCV stala injekcni aplikace navykovych
latek. V roce 1999 bylo takto infikovdano minimalné 64 % osob s nové diagnostikovanou hepatitidou C
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(viz graf 1). V Ceské republice je situace o to zajimavéjsi, 7e k masovému rozsiteni zneuzivani
navykovych latek doslo, ve srovnani s ostatnimi vyspélymi staty relativné pozdé, az v 90. letech
minulého stoleti, v souvislosti s politickymi zmé&nami v CR.
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Graf 1 Hlasena incidence akutni a chronické HCV celkem a u injekcnich uzivatel( drog v letech 1996—
2017 (pFevzato z MRAVCIK, V., P. CHOMYNOVA, K. GROHMANNOVA, et al. Vyrocéni zprdva o stavu ve
vécech drog pro Evropské monitorovaci stfedisko pro drogy a drogové zdvislosti: Ceskd republika.
Praha: UFad vlady CR, 2017. ISBN 978-80-7440-219-7 %§).

Posledni publikovand reprezentativni multicentrickd séroprevaleéni studie mezi PWID klienty
nizkoprahovych center z roku 2006 udava prlimérnou séropozitivitu u PWID 34,97 % s vyznamnou
variabilitou v jednotlivych regionech®®,

V rizikové se chovajici PWID populaci v Praze a ve stfedocCeském kraji byla podle vlastnich vysledku
v letech 2010-2012 zjisténa séroprevalence 72 %'°. Zde se vsak nejednda o priFezovou studii, ale o
prevalenci u pacientl doporuéenych do specializovaného hepatologického zatizeni.

V roce 2018 realizovalo Narodni monitorovaci stfedisko pro drogy a zavislosti (NMS) celorepublikovou
studii Séroprevalence VHC u injekcnich uZivatell drog 2018 s cilem zjistit vyskyt HCV infekce mezi
aktivnimi PWID. Jednalo se o multicentrickou prirezovou dotaznikovou studii s testovanim antiHCV
protilatek. Testovani probéhlo pomoci rychlych imunochemickych testd z kapilarni krve nebo ze slin.
Studijni populaci tvofili aktivni PWID kontaktovani v nizkoprahovych centrech po celé CR. K Géasti ve
studii byli vyzvani vsichni PWID, ktefi v dobé konani studie pfislusna centra navstivili, jednalo se o tzv.
exhaustivni vybér. Vysledna séroprevalence v popsané studii je 37,1 %, opét s vyznamnymi rozdily
v jednotlivych krajich CR*®*,

Mira incidence HCV infekci mezi PWID byla v CR v minulé dekadé hldena mezi 11 a7 15 pripady na 100
sledovanych osob a rok®% 163,

Pro posouzeni rozsahu epidemie HCV v CR tedy musime vychdazet z odhad( velikosti rizikové populace
PWID a kvalifikovanych odhadu rizikovosti jejiho chovani. MlizZeme se opfit o vyroc¢ni zpravy Narodniho
monitorovaciho centra, jeho? posledni vydand zprava zahrnuje zpracovand data z roku 2018, Pfi
odhadovaném poctu 43,7 tisic PWID v CR'®, séroprevalenci 34,97 % *° a predpokladaném 70%
pfechodu HCV infekce do chronicity Ize odhadnout 9,5-12 tisic aktivnich PWID s chronickou HCV
infekcit®,
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5.3.  Problematika uZivani ndvykovych latek v CR

UZivani ndvykovych latek v obecné populaci v CR

Narodni monitorovaci centrum realizovalo v roce 2017 posledni dosud zpracované Setfeni ,,Prevalence
uzivani drog v populaci CR“. Cilem bylo pomoci série otazek zjistit rozsah zkusenosti s nelegalnimi
drogami. Celkem bylo v rdmci tohoto Setfeni osloveno 1507 respondentt ve véku 15 a vice let, 1261
respondentl bylo ve vékovém rozmezi 15-64 let. Dotazovani byli vybrani tzv. kvétnim vybérem tak,
aby reprezentovali populaci Ceské republiky s ohledem na vék, pohlavi, vzdélani, kraj a velikost mista
bydlisté. Jako v pfedchozich Setfenich i v roce 2017 bylo kromé sledovani tradi¢nich nelegdlnich drog
zjistovano také uzivani novych psychoaktivnich latek.

UzZiti ndvykové latky nékdy v Zivoté uvedlo 31,2 % dotdzanych ve vékové kategorii 15-64 let (38,4 %
muzl a 23,8 % Zen). NejCastéji uZitou nelegalni drogou byly konopné latky 28,6 %, zkuSenost
s pervitinem uvedlo 3,3 % dotazanych, 1,1 % vyzkouselo jiné opioidy (methadon, buprenorfin,
fentanyl bez Iékafského predpisu) a 0,2 % mélo zkuSenost s heroinem. Nelegdlni drogy zkousi ¢astéji
muzi. Vyjimkou je uZiti psychoaktivnich 1ék(, co? je jedina sledovana kategorie, kde je vétsi zastoupeni
Zen. Nejvice respondentll se zkusenosti s navykovou latkou je ve vékové skupiné 25-34 let.

Podle posledniho evropského prizkumu vice nez 92 milion(i dospélych osob v EU, tedy vice neZ ¢tvrtina
jedincl ve véku 15-64 let vyzkouselo nelegéalni drogy. Také v ramci EU prFevaZuji v experimentovani
muzi nad Zenami. Nej¢astéji uZitou drogou bylo konopi. Obdobny prizkum mezi studenty ve véku 15-
16 let z 23 clenskych zemi EU a Norska zjistil, Ze v priiméru 18 % studen( uZilo konopi minimalné 1x
v dosavadnim Zivoté (celoZivotni prevalence). Nejvétsi miru celoZivotni prevalence — 37 % hlasi Ceska
republika®.

Problémové uzivani navykovych latek

Problémové uZivani nelegdlnich drog bylo v Evropé tradic¢né definovdno jako infekéni a/nebo
dlouhodobé a pravidelné uZivani drog opidtového a/nebo amfetaminového a/nebo kokainového typu
(European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, 2009). Tato zastresujici definice byla v r.
2013 Evropskym monitorovacim centrem pro drogy a drogové zavislosti (EMCDDA) revidovdna a
rozsirena o dalsi drogy uZivané s vysokou frekvenci (u konopi denné Ci témér denné a u ostatnich drog
alespon jednou tydné) nebo prindsejici uZivatelim zdravotni ¢i socidlni problémy (Thanki a Vicente,
2013). V CR je tradi¢né jako problémové uZivdni drog (PUD) oznacovdno injekéni uZivéni jakékoliv drogy
a/nebo dlouhodobé nebo pravidelné uZivdani pervitinu a opioidu (na rozdil od definice EMCDDA tedy
nikoli kokainu, konopnych Idtek ani jinych drog). (Citovdno z MRAVCIK, V., P. CHOMYNOVA, K.
GROHMANNOVA, et al. Vyrocni zprdva o stavu ve vécech drog pro Evropské monitorovaci stfedisko pro
drogy a drogové zdvislosti: Ceskd republika. Praha: Ufad vlady CR, 2017. ISBN 978-80-7440-219-7%%).

Narodni odhad poctu problémovych uZivatell drog (PUD) je od roku 2002 provadén kazdorocné za
pouziti dat o poctu klientl nizkoprahovych programd multiplikaéni metodou pro jednotlivé kraje a
jejich sou¢tem vznikd narodni odhad. V roce 2017 bylo v CR odhadnuto 47,8 tisice problémovych
uzivatelll pervitinu a opioidl (PUPO), z toho 34,7 tisic uZivatell pervitinu a 13,1 tisice uZivatell opioida.
Podle jednotlivych konkrétnich latek bylo 6,9 tisic uzivatel( buprenorfinu, 3,9 tisic uzivatel heroinu a
2,3 tisice uZivatel( jinych opioid(. Prevalence problémového uzivani drog v CR v roce 2017 doséhla
0,69 % obyvatel ve véku 15-64 let, coZ odpovidd mirnému meziroénimu nardstu 8. V horizontu
poslednich 4 let, je pocet PUPO stabilni, jiz v roce 2013 presahl hranici 45 000. V roce 2017 bylo poprvé
odhadnuto vice nez 13 000 (konkrétné 13 100) uZivatel( opioidd. Tento nardst mlze byt vyznamny,
pokud se vzestupny trend potvrdi i v nasledujicich letech.
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Tradiéné je v CR velmi vysoky pocet injekéné uZivajicich problémovych uZivateld — v roce 2017 to bylo
az 91,4 % - 43 700 osob. V roce 2013 presahl pocet PWID hranici 40 000 a dal pomalu nar(sta. Rovnéz
zdat NRLUD (Narodniho registru lécby uZivateld drog) vychazi vysoké procentualni zastoupeni
injekénich uZivatell mezi Zadateli o 1éCbu. V roce 2017 uvedlo injekéni aplikaci 74 % uZivatel( heroinu,
63 % uzivatell pervitinu a 51 % uzivatell buprenorfinu, ktery je uréen vyhradné k sublingualni aplikaci.

Zde je potreba jesté jednou zdUraznit, Ze vysoké zastoupeni injek¢éné aplikujicich uZivatell je
specifikem ¢eské drogové scény. V ramci EU se procento PWID mezi problémovymi uzivateli pohybuje
kolem 35 %. Podle Evropské zpravy o drogéach z roku 2018 je toto ¢islo odhadovéno na zakladé
odhad( prevalence injekéniho uzivani drog v jednotlivych ¢lenskych zemich. Kvalifikované odhady od
roku 2011 ma viak pouze 16 zemi. Injekéni aplikace ve vétSiné zemi je spojena s opioidy, stimulancia
jako hlavni drogu udaly jen 4 zemé véetné Ceské republiky.

V CR je vysoké zastoupeni PWID mezi problémovymi uZivateli dano historicky diky velké popularité
budivych amin( a jejich nitroZilni aplikaci. Znac¢na obliba pervitinu a jeho domaci vyroba pretrvava i
v soucasné dobé. Jak vyplyva z Vyrocni zpravy o stavu ve vécech drog v roce 2017, prevladd vyroba
pervitinu v malych domacich vyrobnach — varnach, s komunitnim zplsobem nejen vyroby, ale i
distribuce. V daném roce bylo odhaleno a zruseno 264 varen. Vétsina varen byla s objemem vyrobniho
cyklu kolem 50 g. Zakladnim prekurzorem pro syntézu pervitinu je pseudoefedrin extrahovany z |éciv.
Na velkoobjemové vyrobé a distribuci pervitinu participuji nadale vietnamské organizované skupiny.
Vyroba se postupné presouvd i mimo tzemi CR. Vroce 2017 bylo v CR zajisténo celkem 93,3 kg
pervitinu o celkové Cistoté 65 % a 19,1 kg heroinu o prdmérné Cistoté 23 %.

MuzZeme ocenit kvalitu vsech aktivnich harm-reduction programu a zejména dosud relativné dobrou
dostupnost vyménnych program, diky kterym se i pres vysoky podil injekénich uzivatel( v CR podafilo
udrzet HIV/AIDS pod kontrolou s minimalnim poctem infikovanych PWID. Na druhé strané je to pravé
vysoky podil PWID na nasi drogové scéné, ktery vede k reinfekcim HCV po terapiich.

Nejvice problémovych uZivatel(l drog je tradi¢né v Praze a dale v Usteckém kraji — to jsou soucasné
regiony s vysokym vyskytem problémovych uzivatelil opioidd. Mira prevalence PUPO v CR byla v roce
2017 6,91 na 1000 tisic osob ve véku 15-64 let. Hodnotu nad uvedenou celostatni mirou prevalence
vykazuje jesté Liberecky kraj.

Infekéni komplikace spojené s injekénim uZivanim navykovych latek v CR

V roce 2017 bylo 254 nové zachycenych pripad( HIV infekce. Podil pfenosu HIV pfi injekénim uzivani
drog je v CR dlouhodobé velmi nizky. V roce 2017 bylo nové zachyceno pouze 5 pfipadl (2 %) novych
infekci HIV u muzQ, u kterych doslo k pfenosu infekce velmi pravdépodobné pfi injekéni aplikaci drog.
Dominantni cestou pfenosu HIV v CR je sexudlni styk mezi muzi (MSM) — 181 piipad(i (71,8 %) novych
infekci v roce 2017, heterosexudlni pohlavni styk ved! k 58 novym HIV infekcim®°,

V roce 2017 bylo v NRL pro AIDS provedeno 780 testl HIV osobam s anamnézou injekcni aplikace drog.
VSechny tyto testy (v roce 2017) byly negativni. Znepokojivy je ale dlouhodoby, kontinualni pokles
provadénych testl HIV mezi PWID. Vroce 1999 bylo testovano 2320 osob, od té doby pocet
testovanych PWID klesa od roku 2014 je jiz pod hranici 1000 test( za rok.

Pocty nové hlasenych pripadd akutni virové hepatitidy typu B celkové i mezi PWID maji od roku 2000
klesajici tendenci. Pfispiva k tomu nepochybné zavedeni povinného ockovaniv roce 2001. V roce 2017
bylo hldseno celkem 85 novych pfipadi virové hepatitidy typu B, z toho 14 (16,5 %) mezi PWID.

Podle udajd SZU je od roku 1998 vice nei polovina novych HCV infekci zachycena mezi PWID. V roce
2017 bylo hlaseno 992 novych pripad( (akutni ¢i chronické) HCV infekce, z toho bylo 580 mezi PWID
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(58,5 %). Dlouhodobé roste pramérny vék nakazenych PWID u nové hlasenych pfipadd HBV i HCV
infekci. Od roku 2014 jsou nové infikovani PWID v obou ptipadech v prdméru starsi 30 let.

V roce 2017 bylo hlaeno v CR 772 novych pfipadi virové hepatitidy typu A (VHA), z toho 10 u PWID
(1,3 %). Vyskyt VHA mezi PWID ma mezirocné kolisavy charakter. V roce 2008 byla zaznamenana
epidemie s ohnisky v Praze a ve stfednich Cechach. Zpo¢atku dochézelo k $ifeni VHA mezi PWID,
nasledné tato infekce preskocila i na obecnou populaci. Celkem bylo v roce 2008 hlaseno 228 pfipadu
VHA mezi PWID. Od roku 2008 pak pocet pfipadd mezi PWID klesal. Od srpna 2014 do cervence 2016
probihala dalsi epidemie akutni VHA, tentokrat v Karlovarském kraji a od roku 2015 pak probihala
epidemie v Libereckém a Jihomoravském kraji. V roce 2016 bylo 135 hlasenych akutnich HAV infekci
mezi PWID.

V roce 2017 bylo nahlaseno celkem 772 novych ptipadu lues, z toho 44 pripad( diagnostikovano u
PWID.

Od roku 2004 realizuje NMS kazdorocné priizkum mezi nizkoprahovymi programy pro uZivatele drog.
Cilem prizkumu je ziskat informace o dostupnosti testovani na infekéni choroby, pocty testd a
testovanych a vysledky provedenych testld. V roce 2018 se prizkumu uUcastnilo 64 nizkoprahovych
program(i z CR. Celkem 46 program( poskytlo vysledky testovani na HIV, 51 programt dodalo vysledky
testovani na virovou hepatitidu typu C, 30 na VHB a 31 na syfilis. Evidovany jsou vysledky vsech typu
testd od rychlych imunochromatografickych po laboratorni testovani typu ELISA (enzyme linked
immunosorbent assays) v krevnim séru.

V nizkoprahovych centrech v CR bylo v roce 2018 testovano réiznymi typy testd celkem 1414 rizikovych
klientl, ztoho 227 (16,1 %) bylo testovano pozitivné na pFitomnost antiHCV protilatky. V ramci
monitoringu infekénich chorob cestou nizkoprahovych zafizeni nejde o reprezentativni vzorek
uzivatelll drog. Do programu se nezapojuji vsechny nizkoprahové programy. Uvedené vysledky
pravdépodobné podhodnocuji vyskyt danych nemoci v populaci uzivatel( drog.

Pocet programii podle typu

. Osoby
. pouzwaneho testu
Infekc Testovany Podi
e ukazatel . . Testovano Pocet e
Rychly Laboratorni  Celkem . pozitivnich
celkem  pozitivnich (%)
0,
HIV anti-HIV 43 3 46 1197 1 01
VHC anti-HCV* 49 3 51 1414 227 16,1
VHB HBsAg** 24 3 27 722 8 11
anti-HBc IgG**** 3 3 6 116 0 0,0
Syfilis  anti-treponema 29 3 31 712 3 04
pallidum*
Pozn.: * zafizeni pouziva oba typy testd, ** antigen ukazujici na akutni nebo chronickou aktivni infekci VHB,
*** anti-HBc IgG jsou protilatky vytvorené pfi akutni infekci VHB, ale pretrvavajici dlouhodobé i po Uzdrave.

Tabulka 2 Piehled testovani infekénich chorob v nizkoprahovych centrech v CR (pfevzato z MRAVCIK,
V., P. CHOMYNOVA, K. GROHMANNOVA, et al. Vyrocéni zprdva o stavu ve vécech drog v Ceské republice
v roce 2018. Praha: Utad vlady CR, 2019. ISBN 978-80-7440-237-1161),

Dalsi mozZnosti jak odhadovat prevalenci infekénich chorob mezi uZivateli drog nabizi vysledky
testovani osob hlasenych v Narodnim registru léCby uZivatel(l drog (NRLUD). NRLUD vznikl v roce 2015
slouc¢enim substitu¢niho registru (NRULISL) a Registru zadosti o I1éCbu. Sledovany jsou HAV, HBV, HCV
a HIV infekce. V roce 2017 bylo v registru hlaseno 8647 |éCenych osob, z toho 3513 prvoZadatel(.

Test na HIV byl proveden u 697 osob, ve 2 pfipadech byl pozitivni.
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Testovani antiHCV protildtek bylo realizovdno u 1272 osob, pozitivnich bylo celkem 214
(séroprevalence 16,8 %), z nich bylo 63,6 % HCV RNA pozitivnich. U injekénich uZivatel(i drog byla
séroprevalance HCV 49,4 %, mezi klienty v substitucnich programech byla o¢ekdvané nejvyssi mira
promorenosti se séroprevalenci 83,1 %.

Dlouhodobé byla séroprevalence HCV mezi injekénimi uZivateli v Registru Zadosti o Ié¢bu v letech 2003
—2014 kolem 31 %, v roce 2015 doslo ke zméné zpUsobu evidence — vysvétleno vyse v textu, tedy data
z let 2015-2017 jsou s predchozimi obtizné srovnatelnd a vysledna séroprevalance signifikantné vyssi.
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Graf 2 Vyvoj séroprevalence HCV mezi PWID (zpracovéno podle: MRAVCIK, V., P. CHOMYNOVA, K.
GROHMANNOVA, et al. Vyroéni zprdva o stavu ve vécech drog pro Evropské monitorovaci stfedisko pro
drogy a drogové zdvislosti: Ceskd republika. Praha: Ufad vlady CR, 2017. ISBN 978-80-7440-219-7%%).

6. Virova hepatitida C — klinickd manifestace

Klinicky préibéh virové hepatitidy C je interindividualné znagné odlisny*81361%6 predpokladame, ze vice
nez 60 % infikovanych osob neni schopno virus spontanné eliminovat a virova hepatitida C prechazi do
chronické faze s variabilni zadvaZznosti a rychlosti dalSiho priibéhu.

Inkubacni doba virové hepatitidy C kolisa v rozmezi 15 az 160 dnu. Prodromalni pfiznaky, jsou-li viibec
vyjadieny a nemocnym registrovany, jsou podobné jako u ostatnich virovych hepatitid zcela
nespecifické. MlzZe se vyskytnout zvySena unava, malatnost, nevykonnost, bolesti kloubl (zejména
drobnych kloubl ruky), svalG a dalsi malo specifické, chfipce podobné obtize véetné subfebrilii.
Pfitomna mize byt také tlakova bolest v pravém podzebii, méné Casto gastrointestinalni pfiznaky
(nechutenstvi, nauzea a vomitus).
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6.1.  Akutni virova hepatitida C

Akutni infekce se vyznaduje vysokym poctem subklinickych prabéhl. Vétsina infikovanych je
asymptomatickd, jen mala cast pacientll ma symptomy odpovidajici akutni fazi virové hepatitidy:
Unava, nauzea, zvraceni apod. K rozvoji ikteru dochazi u méné nez 2 % symptomatickych jedinca®%.
Akutni hepatitida C je komplikovana fulminantnim pribéhem jen zcela vyjimeéné. Celosvétové je
popisovano méné nez 0,1 % fulminantnich prabéh(l. Diagnostika a zachyt akutnich HCV infekci je
v klinické praxi spiSe raritni. Je mozny napfiklad pti dlouhodobém sledovani a pravidelném testovani
rizikové se chovajicich jedinct (napf. pfi pravidelném testovani PWID v programech substitucni [écby).

Nemame k dispozici marker akutni infekce. O akutni HCV infekci tedy miZeme uvaZovat v situaci, kdy
detekujeme HCV RNA bez prikazu antiHCV protilatek u imunokompetentniho pacienta. Dalsi mozZnosti
je dokumentovanad recentni sérokonverze u dispenzarizovaného pacienta.

Pravdépodobnost prechodu do chronicity je vysoka (60-80 %), neumime predpovédét, u kterého
pacienta dojde k Uzdravé a u kterého se rozvine chronické onemocnéni®®, |ktericky pribéh, Zenské
pohlavi, mlady vék v dobé nakazy a polymorfizmy genu IL28B jsou faktory asociované se spontanni
eliminaci HCV.

Existuje souvislost mezi polymorfizmem genu IL28B a prlbéhem akutni faze infekce.
Jednonukleotidové polymorfizmy (SNP single nucleotide polymorphism) v této oblasti byly objeveny,
pfi hledani spolehlivého parametru predikce 1é¢by pegylovanymi interferony®”1% Gen IL28B se
nachazi na 19. chromozému a kdduje interferon lambda (IFN A3). SNP jsou zamény jednotlivych
nukleotidl na lokusech v blizkosti tohoto genu, které nasledné ovliviiuji pribéh infekce, pfipadnou
spontanni eliminaci HCV, rozvoj fibrézy i odpovéd na terapii. Nejsilnéjsi predpovédni hodnotu vykazuje
analyza lokusu rs12979860, kde existuji varianty tvorené alelami C nebo T — tedy CC, CT nebo TT.
Iktericka forma akutni HCV byla ¢astéjsi mezi nemocnymi s CC genotypem v porovnani s pacienty s CT
nebo TT genotypem. U pacientli se symptomy v akutni fazi, s ikterickym prilbéhem a CC genotypem,
dochazelo téZ vyznamné Castéji ke spontanni eliminaci viru po akutni infekci'®® 70 171, Jak jiz bylo
zminéno, polymorfizmus IL28B byl jednim z predikénich faktor( odpovédi na terapii interferonem.
Nejpfiznivéjsi variantou spojenou s dosazenim setrvalé l1éCebné odpovédi (SVR) je alela CC, naopak
pacienti nesouci alely TT méli nejmensi pravdépodobnost dosdhnout virologické odpovédi navozené
interferonem.

6.2. Chronicka virova hepatitida C

Jako chronicky nemocného oznac¢ime pacienta, ktery ma detekovatelnou antiHCV protilatku a HCV RNA
po dobu minimalné Sesti mésicld. Spontanni virova clearance po Sesti mésicich od nakazy je mozn3,
ale jeji pravdépodobnost s délkou trvéni infekce vyznamné klesa?®,

Vétsina pacientd nema v pocatecnich fazich chronického onemocnéni zZadné priznaky a obtize.
Diagnostika je obtizna vzhledem k obvykle asymptomatickému priabéhu. Nikoliv vyjimecné je virova
hepatitida C zjisténa nahodné v rdmci preventivnich ¢i predoperacnich wvysetfeni u zcela
bezptiznakovych osob. Také pribéh chronické infekce je individualné velmi odlisny. Zakladni, drive
pravidelné sledované biochemické parametry, napriklad hodnota ALT, nejsou objektivnim ukazatelem
zavaznosti onemocnéni a nekoreluji s mirou postiZzeni jaterniho parenchymu. Kolem 30—40 % chronicky
nemocnych ma hodnoty sérovych aminotransferaz v mezich normy. Pacienti s dlouhodobé normalni
aktivitou ALT v séru mohou mit histologicky zdvazny nélez?2.
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Mira postiZeni jaterni tkané u jednotlivych pacient( je znacné variabilni: od mirné hepatalni léze,
prakticky bez vyvoje, po aktivni zanét s vyraznou fibrotizaci a progresi do cirhdzy. Zavazny pribéh
s prechodem do cirhdzy je popisovan asi u 20 % nemocnych s chronickou HCV infekci. Pribéh
onemocnéni a rozvoj uvedenych nasledkl je obvykle pomaly v intervalu 15-30 let. U nékterych jedincl
vsak muizZe destrukce jaterniho parenchymu postupovat mnohem rychleji. Mezi nemocnymi
s rozvinutou cirhdzou je frekvence vyskytu hepatoceluldrniho karcinomu 2-5 % rocné. Infekce HCV je
pritomna u pfiblizné 40 % nemocnych s jaterni cirhdzou ve stadiu dekompenzace a u 60 % pacientd
s hepatoceluldrnim karcinomem. Nasledky chronické HCV infekce jsou nejcastéjsim dlvodem

transplantace jater, v této indikaci je provddéno vice nez 30 % viech vykona!’2,

Kromé znamych a vSeobecné uzndvanych faktor(, spojenych s progresi onemocnéni (vék v dobé
nakazy, délka trvani infekce, pohlavi, soucasna konzumace alkoholu a koinfekce virem hepatitidy B i
HIV), je priib&h HCV infekce ovlivnén také virovym genotypem?’>174, Klinické studie, zaméfené na tuto
problematiku prokazaly vétsi pravdépodobnost rozvoje chronického onemocnéni v souvislosti se
subtypem 1b 1°0174175,176177.178 pq gkutni expozici HCV 1b doslo k rozvoji chronické infekce u 92 %
nakaZzenych jedinct, jednalo-li se o jiny genotyp, byl pfechod do chronicity pouze 33-50 %% . Subtyp
1b je podle nékterych praci spojovan s vétsim rizikem rozvoje jaterni cirhézy a hepatocelularniho
karcinomu'’>'7°, Tento subtyp je v soucasné dobé nejéastéjsi mezi nemocnymi, jejichz stav vyzaduje
transplantaci jater!>2174179,

6.3. Extrahepatalni projevy HCV infekce

Chronicka HCV infekce miZe u nékterych pacientl manifestovat extrahepatalné. Jiz delSi dobu je
popsana souvislost HCV infekce a systémového autoimunitniho nebo imunokomplexového postizeni.

Silna vazba, predpokladana prima role HCV

- Kryoglobulinémie

- Membranoproliferativni glomerulonefritis
- B-lymfocytarni non-Hodgkinské lymfomy
- Vaskulitidy

Predpokladdana vazba, patogenni role HCV neni plné objasnéna

- Sjogrenliv syndrom

- Autoimunitni onemocnéni stitné zlazy

- Papilarni karcinom stitné zlazy

- Porucha glukozové tolerance — diabetes mellitus II. typu

Mozna vazba na VHC, patogenni role HCV infekce doposud neprokazana

- Lichen planus

- Porfyria cutanea tarda
- Polyarteritis nodosa

- Revmatoidni artritida
- Ulcerace rohovky

- Periferni neuropatie

Tabulka 3 Extrahepatalni projevy a systémova postizeni souvisejici s infekci HCV (upraveno podle
KREKULOVA, Laura a Vratislav REHAK. Virové hepatitidy: prevence, diagnostika a lé¢ba. Vlyd. 2. Praha:
Triton, 2002. ISBN 80-725-4218-4%°),
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Jejich patogeneze ma vice mechanizmi (tvorba autoprotilatek, paraprotein( pfi proliferaci B- bunék
nebo ukladani imunokomplext). Typickym prikladem je systémova vaskulitida s multiorgdnovym
postizenim pfi smiSené kryoglobulinémii. Nepochybna je i asociace HCV infekce s B-bunécnym non-
Hodgkinskym lymfomem (B-NHL). Nemocni s chronickou HCV infekci maji Casto detekovatelné
autoprotilatky. Vétsinou jsou jen v nizkych titrech a nejsou klinicky signifikantni. Klinicky manifestni
extrahepatalni postiZeni je jednou zindikaci k neodkladné 1é¢bé bezinterferonovymi reZimy8%18,
Nejcastéjsi extrahepatalni projevy a systémova postiZzeni souvisejici s HCV infekci shrnuje tabulka 3.

/. Léecba HCV infekce

Podstatou IéCby je eliminovat virus z hostitelského organizmu. Vyléceni HCV infekce vede, podle stavu
jaterniho parenchymu pred zahajenim |écby, k prevenci nebo ke sniZeni rizika rozvoje jaternich i
mimojaternich komplikaci. Vylééenim pacient( s jiz pokrocilou jaterni fibrézou ¢i cirhdzou vyznamné
snizujeme jejich rizika dekompenzace cirhézy a rozvoje HCC. Uzdrava zvysuje kvalitu Zivota pacienta.
Lécba je téz ucinna prevence dalsiho Siteni viru.

Neumime spolehlivé predpovédét, u kterych pacientd bude mit onemocnéni pomalou, stfedné rychlou
nebo rychlou progresi a u kterého nemocného dojde k rozvoji zavaznych nasledkd chronické HCV
infekce. Proto se snazime lécit nemocné s virovou hepatitidou C ¢asné, pred rozvojem nasledku
infekce.

V CR jsou k lé&bé indikovani vichni pacienti s chronickou HCV infekci, kteFi se &¢it cht&ji a nemaji
kontraindikace. Jde o pacienty dosud neléfené (naivni) i pacienty v minulosti nelspésné |écené.
Terapii je vhodné bezodkladné zahdjit zejména u jedincl s pokrocilou fibrézou nebo kompenzovanou
jaterni cirhdézou, u nemocnych s extrahepatalnimi projevy, srekurenci pro transplantaci jater a
s koinfekci s HBV ¢i HIV. Dale je potieba lécit pacienty predstavujici epidemiologické riziko: PWID,
MSM, pacienty v dialyza¢nich programech a Zeny planujici graviditu. Pacienti s dekompenzovanou
cirhdzou by méli podstoupit transplantaci jater a az nasledné virostatiskou Ié¢bu, protoZe tento postup
zlepSuje jejich progndzu. Klécbé nejsou indikovani pacienti, jejichz preziti je limitovdno jinym

onemocné&nim?°,

Lécba HCV infekce byla od identifikace etiologického agens aZ do roku 2010 zaloZena na podavani
interferonu. Méla rfadu vedlejsi ucink(, kontraindikaci, byla dlouhd a ¢asto nevedla k Uzdravé. Prvni
generace pfimo pUsobicich virostatik (proteazovych inhibitorli Pl) se pfidavala do kombinace
k interferonovym rezimim a zvySovala Ucinnost terapie. Trojkombinacni lé¢ba byla nemocnymi
snasena jesté hdr nez predchozi rezimy, protoze prvni generace Pl méla navic jesté svoje specifické
nezadouci ucinky. Az v poslednich nékolika letech vyuZivame bezinterferonové Iécebné kombinace,
které jsou nejen velmi Gc¢inné, ale také bez nezadoucich efekt(.

Zavedenim novych léciv se zménila indikacni kritéria, ubylo kontraindikaci IéCby a zjednodusilo se
monitorovani efektu lé&by v jejim priibéhu a po vysazeni. Era interferond je definitivné u konce. V
dalSim textu ji ale nelze opomenout, prestoze bude opakované pfipominano, Ze v soucasné dobé jsou
nékteré postupy a kritéria jiz prekonany a nepouZzivaji se.
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7.1.  Cile |éCby a historické rozdéleni IéCebné odpovédi

Primarnim cilem Ié¢by chronické HCV infekce je dlouhodobd eliminace viru z organizmu pacienta, tj.
dosazZeni setrvalé virologické odpovédi na |é¢bu (SVR).

Odpovéd na protitivirovou Iécbu byla historicky (v éfe interferon(l) charakterizovana jako:

1. Virologicka odpovéd - nedetekovatelna virémie (pfi stanovovani metodou real time PCR odpovida
negativni nalez hodnotam <15 IU/ml). Virologicka odpovéd je dlouhodobé povaZovana za jediné
smérodatné kritérium Uspésnosti |écCby.

2. Biochemicka odpovéd - normalizace sérové alaninaminotransferazy (ALT). Vyznam izolované
biochemické odpovédi byl v minulosti pfecefiovdn, v éfe DAA jiz toto kritérium neni relevantni.

3. Histologicka odpovéd - zlepseni nalezu pfi kontrolni jaterni biopsii (zlepseni o =2 Knodell HAl bod()
respektive nalezu kontrolni elastografie po [é¢bé.

Prabéh Iécby byl kontinudlné sledovan a hodnocen, vzhledem k délce 1écby interfrony a Castym
vedlejsim ucinkdm, byly kontroly zpocatku po 4 tydnech, v pozdéjsich fazich se intervaly mohly pfi
dobré toleranci prodlouzZit. Po farmakoterapii nasledovalo obdobi sledovani po 1é¢bé, které plvodné
trvalo 24 tydn(.

V ére interferont byly prognosticky vyznamné nasledujici mezniky:

Velmi ¢asna/rapidni virologicka odpovéd (rapid virological response, RVR)- negativni PCR HCV po 4
tydnech lé¢by a normalizace hodnot ALT. Nemocni, u nichZ nedoslo k RVR, méli vyrazné nizsi
pravdépodobnost trvalého vyléceni.

Casna virologicka odpovéd (early virological response, EVR) byla zdsadnim meznikem pfi [é¢bé
interferony. Jednalo se o stanoveni HCV RNA ve 12. tydnu |écby, kdy dle doporuceni mél byt pacient
jiz bez detekovatelné virémie. Pozitivni PCR ndlez vtomto tydnu byl indikaci k ukonceni terapie.
V nékterych pripadech bylo v |éébé pokracovano, nebot pred érou DAA nebyla pro pacienta jina
efektivnéjsi alternativa a pacienti se vysazeni terapie ¢asto branili. S ohledem na Spatnou progndzu
IéCby pfi nedosazeni EVR a vysoké riziko relapsu po ukonéeni farmakoterapie se 1é¢ba, ve snaze po
dosazZeni SVR nékdy jesté prodluzovala.

Odpovéd’ na konci lIécby (end of treatment response, ETR ) - virologicka a biochemicka odpovéd pfi
ukonceni Ié¢ebného schématu.

Setrvala virologicka odpovéd (sustained virological response, SVR) - kompletni biochemicka a hlavné
virologickd odpovéd, ktera pretrvava 24 a vice tydnd po ukonceni léCby. Pfi dosazeni SVR je virus
z hostitelského organizmu eliminovan. Plvodni prace stanovovaly SVR az 24 tydnl po dokonceni
farmakoterapie. Nasledné bylo prokazano, Ze pravdépodobnost virologického relapsu mezi 12. a 24.
tydnem sledovani po farmakoterapii je velmi mald a proto novéjsi prace oznacuji za SVR jiz

nedetekovatelnou virémii HCV RNA ve 12. tydnu sledovani po 1é¢bé#2,

Zavedenim DAA rezim( do léCby, se doba IéCby podstatné zkratila a zjednodusilo se jeji monitorovani.
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Mezinarodni doporucené postupy nestanovuji fixni intervaly klinickych kontrol ani pribéziné
monitorovani virologické odpovédi. Obecné je doporu¢eno monitorovat bezpecnost 1é¢by a lékové
interakce pfi lé¢bé. Jako jediné obecné uznavané méritko Uspésnosti zlstalo stanoveni SVR 12 tydn(
po lécbé.

Pokud dokumentujeme dosaZeni SVR, je nasledné riziko relapsu onemocnéni minimalni a pfi novém
prakazu HCV RNA, je vysoce pravdépodobné, Ze doslo k reinfekci. K reinfekcim dochazi zpravidla u
rizikové se chovajicich jedinct (PWID, MSM, vézni, pacienti s dudlni infekci). K reinfekci mizZe dojit jak
po Uspésné |éché s dosazenim SVR, tak po spontanni virové eliminaci (u pacienta v minulosti
virologicky negativniho s antiHCV séropozitivitou). Diagndzu reinfekce mize podpofit i prikaz jiného
genotypu Ci subtypu HCV nez pti pavodni infekci.

Je-li dosazeno SVR a pacient se ddle nechova rizikové a neni-li HCV infekci znovu exponovan, je virova
clearance dlouhodobd a je spojena s nedetekovatelnou hladinou viru nejen v krevnim séru, ale i

v jaternim parenchymu®®184,

U necirhotického pacienta, ktery dosdahne SVR a nechova se rizikové, povazujeme HCV infekci za
vylé¢enou, bez nutnosti dalSiho dlouhodobého sledovani. Pacienti s cirhdzou nebo vyssSim stupném
jaterni fibrézy (Metavir F3) jsou po dosaZzeni SVR zafazeni do dispenzarnich programid HCC a portalni
hypertenze®®°,

Po terapii s dosazenim SVR dochazi k postupné regresi jaterni fibrdzy, ve vétsiné ptipadd i cirhdzy. Byva
to doprovazeno zlepsenim klinického stavu, prodlouzenim predpokladaného doziti a snizenim
pravdépodobnosti rozvoje pozdnich komplikaci jako je HCC!®>188,

Kromé pacientl, ktefi na lé¢bu odpovédéli eliminaci HCV infekce, jsou i jedinci, ktefi na 1éCbu
nezareagovali. V dobé interferonovych rezimd nebyli vyjimkou tzv. nonrespondefi, u nichZ byla po
celou dobu |écby detekovatelna virova HCV RNA a |écba se vétsSinou predcasné ukoncovala.

Virologicky relaps béhem lécby (tzv. breakthrough fenomén) nebo po |écbé je dalsi pticinou selhani
terapie. Po inicialnim dosaZeni virologické odpovédi je jesté béhem Iécby nebo po jejim vysazeni opét
detekovdana HCV RNA. Dlvodem breakthrough fenoménu byl v éfe IFN pokles nebo ztrata Gcéinnosti
interferonu. Jeden z mozinych mechanizml byl vznik protilatek proti IFN a jeho neutralizace
hostitelskym organizmem.

7.2.  Vyvoj a historie |é¢by virové hepatitidy C — éra interferont

Na poli specifické virostatické terapie je nejvice patrny intenzivni virologicky vyzkum HCV v predeslych
dekadach. Lé&ba HCV infekce zaZila v poslednich letech bez nadsazky revoluci. Uspé$nost [é¢by novymi
virostatiky, jejich dobrd snasenlivost a minimum nezadoucich Gc¢ink( opravriuje k optimismu v oblasti
planované celosvétové eradikace HCV infekce.

Historie IéCby chronickych virovych hepatitid se se datuje do pocatku 70. let minulého stoleti. Prvni
sdéleni o Uspésném pouziti interferonu v lIécbé chronické virové hepatitidy B (VHB) publikoval jiz
Greenberg v roce 1976'%". O deset let pozdéji popsal efekt interferonu u chronické nonA nonB
hepatitidy Hoofnagle®® . Bylo to 2 roky pfed objevem etiologického agens — viru hepatitidy C*.
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Mechanizmus Ucink( interferond

Uginky interferonG jsou velmi pestré, jejich efekt v pFipadé infekce viry hepatitid je jak
imunomodulacni, tak protivirovy. Velkd ¢ast imunitné aktivnich bunék nese receptory pro interferon,
ktery je tak schopen indukovat kaskadu imunitnich reakci. Prostfednictvim interferoni dochazi k
aktivaci monocytd, makrofagt, NK bunék a cytotoxickych T lymfocyt( . Interferony zvy3uji expresi
molekul HLA tfidy | a Il na povrchu bunék a zvysuji produkci dalSich cytokind imunitné aktivnimi
bunkami.

Virova infekce buriky vede k produkci interferonu a a B, ktery aktivuje protivirové mechanizmy dosud
neinfikovanych bunék v okoli a zabrani tak dalSimu Sifeni infekce

VsSechny tfi typy interferon( skupiny | se vazi na jediny receptor, ktery je exprimovan na povrchu témér
vsech bunék. Po vazbé na receptor cilové buriky dochazi k expresi vice nez 30 genovych produktd. Mezi
nejdaleZitéjsi proteiny s pfimou protivirovou aktivitou patfi 67kDa proteinkinaza, kterd inhibuje
fosforylaci elF-2 (podjednotka transla¢niho iniciacniho faktoru eukaryotickych bunék) a tim blokuje
translaci protein(.

Dalsim duleZitym enzymem s protivirovou aktivitou, ktery je interferonem aktivovan je 2°,5-
oligoadenylatsyntetaza. Ta nasledné aktivuje endoribonukledzu (RNaza-L), kterd stépi jednovldknovou
medidtorovou RNA (mRNA) a blokuje tim dal3i virovou replikaci **°.  Mechanizmus G¢&inku interferond
pfi replikaci flavivir( v infikovanych hepatocytech je zjednodusené znazornén na obrazku 6.
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Obrazek 6 Interferonem navozena inhibice syntézy virovych protein u flavivirQ (IFN-interferon;PKR-
proteinkinaza aktivovana pomoci RNA (zvana téz P68 kinaza,P1,DA1,ds1 nebo elF2 kinaza); elF2,3,4-podjednotky translacniho
iniciaCniho faktoru eukaryotickych bunék; dsRNA-dvouvlaknova ribonukleova kyselina; mRNA-mediatorova ribonukleova
kyselina; ATP,ADP-adenosintrifostat, adenosindifostat; GTP,GDP-guanosintrifostat, guanosindifostat; Met-methionin; tRNA-

transferova ribonukleova kyselina ). (pfevzato z Rehak V. a L. Krekulova. Pegylované interferony — budouci
standard v lIé¢bé chronickych virovych hepatitid. Trendy v mediciné — zvldstni vyddni. 1998, 4,1-20 .
ISSN: 1212-9046. Grafické zpracovani Panax 1°°).
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Monoterapie interferonem

K lé¢bé hepatitid se wvyuzivaly tzv. rekombinantni interferony vyrabéné bez pouZiti substanci
humanniho plvodu, heterologné produkované v bunkach bakterie E. coli. Pfirodni interferony byly dle
konvence oznacovdny pismeny fecké abecedy. Interferony produkované rekombinantni technologii
byly oznacovany slovné — alfa, beta,... B&Zné dostupné a v CR nejvice vyuZivané byly IFN alfa-2a a IFN
alfa-2b, které se liSily vjedné aminokyseliné. Interferon byl k dispozici pouze v injekéni formé
k subkutanni aplikaci 3x tydné nebo ob den po dobu 6-18 mésicl. Uspé&$nost monoterapie IFN byla
pouze 10-20 % . Vysledky fady klinickych studii prokazaly, Zze HCV genotyp 1, zejména subtyp 1b, byl
spojen s hor$i odpovédi na lé¢bu interferonem alfa?2174175176,178,191

Dvojkombinace interferonu s ribavirinem
Interferon alfa (rekombinantni ¢i lymfoblastoidni) byl k 1é¢bé chronické hepatitidy C pouzivan nejprve

v monoterapii pozdéji pak v kombinaci s ribavirinem. Oba léky byly v této indikaci pouzivany také
Vv CR156'157'192.

Imunomodulaéni a virostaticky efekt interferonu je potencovan nukleosidovym analogem ribavirinem.
Protivirovy efekt ribavirinu ma pravdépodobné vice mechanizm(. Byla popsana kompetitivni inhibice
dehydrogendzy inosin monofosfatu (IMPDH), tedy enzymu nezbytného ksyntéze guaninovych
nukleotid(l. Jeho inhibice vede nasledné k depleci guanidintrifosfatu (GTP) a k zastavé virové replikace.
Tento mechanizmus je povazovan za hlavni virostaticky efekt ribavirinu prilé¢bé HCV infekce. Dale byla
popsana také inhibice virové polymerazy (ale pouze u viru chfipky, nikoliv u HCV), alterace guanylace
a vytvoreni vazebného mista na 5'konci mRNA, které je nezbytné pro vazbu k ribozomUm. Ribavirin téz
méni pomér Thl a Th2 lymfocytl a tim potencuje svij virostaticky efekt!®3, Denni davka ribavirinu byla
urcena podle télesné hmotnosti pacienta a HCV genotypu, kterym byl infikovan. Poddval se ve vSech
nasledujicich kombinacich vidy 2x denné. U&innost 1é¢by se podstatné zvysila, SVR dosahlo vice ne?
40 % |lécenych pacientd.

Zpocatku byla kombinovana lécba (interferon + ribavirin) ordinovana pouze nemocnym po neulspésné
monoterapii interferonem alfa. Po zvefejnéni dvou registracnich studii vroce 1998 se stala
dvojkombinaéni lé¢ba standardem i pro dosud nelééené pacienty9194,

Pegylované interferony

DalSim stupném ve vyvoji ucinnéjsi lécby chronickych virovych hepatitid byly tzv. pegylované
interferony (PEG-INF). Pegylace je technologie slouZici k modifikaci farmakokinetickych vlastnosti
proteini vyuzivanych klécbé. U protein(, zejména s kratkym polocasem dochazi in vivo k rychlé
degradaci a eliminaci. Polyetylénglykol (PEG) je ve vodé rozpustny, netoxicky polymer, ktery je
charakterizovan délkou svého fetézce, vétvenim (linearni nebo rozvétveny) a dale lokalizaci, poctem a
typem vazeb s prislusnym proteinem. Pegylaci protein(i je dosazeno vyssi rozpustnosti, snizeni
rychlosti proteolyzy, sniZzeni imunogenicity, sniZeni rendlni eliminace, zvySeni polocasu cirkulace
v plazmé a zmén v distribuci a absorpci. Pegylaci interferonu bylo dosazeno podstatné delsiho polocasu
eliminace pfi zachovani jeho biologickych vlastnosti. To umozZnilo poddvani takto modifikovaného
interferonu pouze 1x tydné. Subkutdnni poddani jednou tydné v porovnani s aplikaci 3x tydné nebo ob
den zvysilo komfort, respektive mirné snizilo dyskomfort pacientl pfti terapii. Soucasné bylo diky
pegylaci dosazeno rovnomérnéjsi absorpce a tim téZ zmirnéni nezadoucich vedlejsich ucinkl tohoto
lékut®,

Klinicky byly pouZivany opét dva typy PEG-IFN, které se odliSovaly zplsobem pegylace, tj. délkou a
strukturou molekuly PEG: PEG-IFNa-2a s rozvétvenym rfetézcem o molekulové hmotnosti 40 kDa a
PEG-IFNo-2b s linedrnim fetézcem o molekulové hmotnosti 12 kDa. Oba preparaty mély tudiz i odlisné
farmakokinetické vlastnosti.
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Vysledky klinickych studii s monoterapii PEG-IFN u VHC prokazaly procento setrvalych odpovédi
srovnatelné s procentem odpovédi pti lé¢bé dvojkombinaci IFN + ribavirin 196197198,

Dvojkombinace pegylovanych interferon s ribavirinem (2k)
Dalsiho zvyseni ucinku lé¢by bylo dosazeno vyuzitim dvojkombinace PEG-IFN + ribavirin. Standardné
byla tato |é¢ebna kombinace zavedena v roce 2002.

Ve studii s PEG-IFNa-2a (180ug, 1x tydné) v kombinaci s ribavirinem (1000 — 1200 mg denné) byla
v celém souboru dosaZena trvald virologicka odpovéd (SVR) u 56 % pacientU. Detailnéjsi analyza lé¢ené
skupiny prokazala, Ze u pacientl s genotypem 1 byla dosazena SVR ve 46 % pfipadl a u genotypli 2 a
3 byla 76 %'*°. Podle dobovych doporudeni bylo lé¢ebné schéma, konkrétné délka trvani kombinované
Iécby, zavislé na stanoveni genotypu. Infekce genotypem 1 se lécila touto dvojkombinaci 48 tydn(,
genotypy 2 a 3 pouze 24 tydn('®°. Orientaéni srovnani Gcinnosti lééebnych rezim('s interferony v 1é¢bé
chronické HCV infekce podava graf 3.
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Graf 3 Srovnani IFN rezimG dostupnych k [écbé chronické VHC — procenta Uspésnosti lécby (SVR). IFN
— rekombinantni interferon alfa, CIFN konsenzualni interferon, RIBA — ribavirin, PEG — pegylovany
interferon (pfevzato z: KREKULOVA, Laura a Vratislav REHAK. Virové hepatitidy: prevence, diagnostika
a lé¢ba. Vyd. 2. Praha: Triton, 2002. ISBN 80-725-4218-4%),

Lécebné reZimy zaloZené na aplikaci interferonu se standardné pouZivaly az do roku 2010. Byly
zatizené mnozstvim nezadoucich ucink( a zpravidla Spatnou toleranci ze strany pacienti. Lécba vedla
Casto k vyraznému zhorSeni kvality Zivota. Tolerance nezadoucich Ucinkd byla mezi pacienty velmi
rozdilnd. PFi dlouhodobé aplikaci interferonu dochdzelo k rozvoji ¢etnych komplikaci. Bylo tfeba velmi
peclivé zhodnotit situaci konkrétniho pacienta pred zahajenim IFN terapie a respektovat absolutni i
relativni kontraindikace podavani IFN.
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Interferonové rezimy mély jen limitované vyuZziti u pacientl s cirhdzou, ¢asto byly kontraindikovany u
polymorbidnich pacientd.

Podle registracnich studii byla Uspésnost lé¢by, hodnocena tehdy jako SVR 24 tydn( po skonceni
farmakoterapie, 40-60 % pro genotyp 1 a kolem 80 % pro genotypy 2 a 32°02%! proto v éfe
interferonovych rezimu byla snaha o predikci lé¢ebné odpovédi (dosazeni SVR)?%2,

Virové faktory

- Genotyp jiny nez 1 —zejména genotypy 2 a 3
- Nizka vstupni virémie

- Mala variabilita HCV genomu v ramci hostitelského organizmu (nizka frekvence kvazidruha)

Faktory hostitelského organizmu

- Nepfitomnost ¢i nizky stupen fibrozy /nepfitomnost jaterni cirhdzy
- Vysoka aktivita ALT (AST) pred zahajenim terapie
- Kratka doba trvani infekce

- Nizky obsah Zeleza v organizmu

- Imunokompetence organizmu

- Zenské pohlavi

- Bila rasa

- Onemocnéni ziskané v dospélém véku

- Nepiitomnost koinfekce (HBV, HIV)

- Abstinence alkoholu

- Nepfitomnost télesné nadvéahy

- Polymorfizmus IL28B — varianta CC

Tabulka 4 Faktory predisponujici k priznivé odpovédi a k dosaZzeni SVR po terapii interferonem
(upraveno dle KREKULOVA, Laura a Vratislav REHAK. Virové hepatitidy: prevence, diagnostika a léc¢ba.
Vyd. 2. Praha: Triton, 2002. ISBN 80-725-4218-4%°).

V soucasné dobé hodnotime lécbu IFN rezimy jako velmi ndro¢nou a nekomfortni nejen pro pacienty,
ktefi 1éCbu podstupovali, ale i pro Iékare, ktefi lécbu poskytovali. V dané dobé vsak nebyla jina
alternativa. PfestoZe z pohledu dne3nich bezinterferonovych reziml se SVR 95 % a vice’® nebyla
ucinnost lécby optimalni, bylo touto cestou lé¢eno a vylé¢eno mnoho nemocnych.

Vlastni zkuSenost s l1écbou 2k

Vlastni zkusSenost s pegylovanymi interferony pfi IéCbach pacientll s komorbiditou chronické virové
hepatitidy C a zavislosti byla az ne¢ekané dobra. Nase prvni zkusenosti s Ié¢bou téchto pacientl jsou
z 90. let minulého stoleti, tedy jesté z éry nepegylovanych interferond. V té dobé jsme PWID pacienty
pred Iécbou chronické HCV jesté odesilali na navazujici specializovana vysSetreni do jinych zafizeni.
Ukdzalo se, jak je zdravotni systém v praxi pro tyto jedince Spatné dostupny. Skutecnost, Ze pro PWID
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je potfeba vytvorfit systém péce, prizplsobeny jejich specifickym potfebadm, je v soucasné dobé
tématem odbornych konferenci zamérenych na lé¢bu HCV. Nase zkusSenost vedla jiz pred 20 lety
k vytvoreni ,,Programu komplexni péce pro pacienty s komorbiditou zavislosti®, ktery se postupné
rozrostl o dalsi specializace a nabizi pacientim komplexni sluZzbu na jednom misté. Zjistili jsme, Ze
Uspésnost Iécby chronické HCV infekce u PWID byla vyssi, nez byla publikovana data v té dobé. Zacali
jsme se lécbou PWID pacientl systematicky zabyvat a vznikla klinickd studie, podporovanad NIH
grantem. Vysledky této prdce byly opakované prezentovany, data zlécby PWID pegylovanymi
interferony jsme predstavili v roce 2010 na konferenci INSHU (International Network on Hepatitis in
Substance Users).

Potvrdilo se, Ze pfi spravném pristupu a motivaci klientd k 1écbé, Ize dosahnout dobrych [é¢ebnych
vysledkl téZ ve skupiné PWID, ktera byla a je vSseobecné povaZovana za obtizné Iécitelnou skupinu
pacientl. Pfi nastaveni vhodnych podminek pro Iécbu byli PWID schopni i pres svoji zavislost na
drogach pfi lécbé spolupracovat, uzivat Iéky a aplikovat si interferony. Dosazené vysledky byly
statisticky vyznamné lepsi, neZ v bézné populaci z registracnich studii i Fady dal$ich praci?®®2°L,

Vyhodnotili jsme soubor 345 klient( I1éCenych v letech 2005-2010 s komorbiditou zavislosti. Pacienti
byli lé¢eni vté dobé standardnim dvojkombinacnim schématem (2k): pegylovany interferon
aplikovany 1x tydné + ribavirin v denni ddvce 800 -1200 mg podle télesné hmotnosti [é¢eného jedince
a stanoveného genotypu. Doba Ié¢by byla 48 tydn( pro genotyp 1 a 24 tydnU pro genotypy 2 a 3, jiné
genotypy se v rdmci prezentované studie v PWID populaci neobjevily. Celkem bylo Ié¢eno 204 muzi a
141 7en. Pomér muzll a Zen v léCené skupiné koreloval s vétSim zastoupenim muzl mezi zavislymi.
Prdmérna hmotnost muzli 78,1 kg a Zen 63,1 kg. Prlimérny vék l1ééené skupiny byl 28,4 roku.

Vice neZ Ctvrtina pacientl (26 %) méla vstupné normalni hodnoty ALT. VSichni pacienti byli bez
koinfekce s jinou hepatitidou ¢i HIV a byli naivni — tedy bez ptredchozi zkuSenosti se specifickou
virostatickou lé¢bou. Primérna doba trvani HCV infekce v popsaném souboru byla 3,83 roku. Vétsina
|éCenych klientd brala drogy minimalné 3 roky, vice neZ polovina preferovala opiaty.

Prace sklienty pred zahajenim |écby chronické HCV dvojkombinaci, tzv. predlécebna faze, trvala
pramérné 14,2 meésicl (0-72 mésich). Pro uspéch lé¢by chronické HCV infekce byla pravé tato faze
klicova. V rdmci pfipravy na terapii HCV jsme se zaméfili na motivaci klienta k 1é¢bé, snazili jsme se ho
zakladné stabilizovat v rdmci jeho zavislosti a feSit jeho socialni situaci. Pod pojmem stabilizace
zavislosti je schovano Siroké spektrum moznych problém a jejich feseni. Od Uplné abstinence, kterou
jsme pred lécbou striktné nevyZzadovali, po pfevedeni pacienta na substituéni 1é¢bu, pfipadné zajisténi
pravidelnych konzultaci s psychologem nebo psychiatrem u klient( s preferenci budivych amind. Casto
jsme fesili problematiku bezdomovectvi, nasledky kriminalni ¢innosti klientd a nastupy do vykonu
trestu odnéti svobody (VTOS). Jak jiz bylo zminéno, davno pred aktualné platnym standardem |écby,
ktery indikuje IéCbu u aktivnich uZivatel( psychoaktivnich latek, jsme od nasich pacientll pred Iécbou
striktné nevyzadovali abstinenci. Podminkou pro zahajeni 1é¢by byla motivace klienta k 1écbé a
schopnost spolupracovat, tedy dochdzet na vysetfeni prfed zahajenim lécby, dodrZovat stanovené
terminy kontrol, schopnost byt v kontaktu s psychologem a podstoupit pred zahajenim IéCby také
psychiatrické vysetfeni k posouzeni a stabilizaci pfipadnych dalSich psychiatrickych komorbidit. Pro
klienty bylo nepochybné ulehcenim, Ze vSechna vySetfeni a odborna konziliarni vysetreni véetné
provedeni jaterni biopsie probihala v rdmci jednoho pracovisté doslova pod jednou stfechou. Lécba
chronické HCV infekce je v ramci Programu komplexni péce v Remedisu nedilnou soucasti lécby
zavislosti. LéCbu a vyléCeni HCV infekce povaZujeme za jeden z krok(, ktery je nutny pro zdravotni
rehabilitaci pacienta a jeho integraci zpét do spole¢nosti.
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Dalsim dlvodem pro¢ léCebny reZim dvojkombinaci (2k) dobfe fungoval byla, kromé vhodné
nastavenych podminek péce, také skladba pacientd. Podskupinu PWID v CR v 90. letech a v prvni
dekadé druhého milénia tvofili pfevazné mladi, z pohledu interni mediciny vétSinou zdravi jedinci, bez
internich onemocnéni. Vétsina pacientd méla pfimérenou ¢i spiSe nizsi télesnou hmotnost. PFi
nizkém véku a délce zavislostni kariéry se jednalo o jedince, kde predpoklddana délka ndkazy HCV
nebyla delsi nez 20 let, zpravidla jesté neméli cirhézu ani pokrocilé jaterni onemocnéni. Vzhledem k jiz
zminénému nizkému BMI netrpéli ¢asto ani jaterni steatézou. V ramci Programu komplexni péce
pacienti pomérné dobre spolupracovali. Diky systému kontrol, edukacnich material(i a telefonickych
upominek dosahovali velmi dobré adherence k l1é¢bé.

V dobé, kdy tato prace probihala, bylo standardem vyhodnocovat setrvalou virologickou odpovéd tedy
SVR ve 24. tydnu po vysazeni farmakoterapie. Nutnost dlouhodobého sledovani pfi |écbé a po 1éCbé,
jesté akcentovala potfebu dobré spoluprace s PWID na terapii. Vysledky shrnuje nasledujici tabulka.

RVR EVR ETR ITT—SVR
4. tydenv lécbé 12. tyden v lé¢hé 24./48. tyden —konec lé¢by | 24. tyden sledovani (FU)
Genotyp (GT) 1(4) Non -1 1(4) Non -1 1(4) Non—1 1(4) Non -1
HCV RNA negativni 131 82 212 94 215 86 195 85
(55.0%)* | (82,8%)* | (88,7%)* | (94,0%)* | (89,2%)* (85,1%)* (80,9%) (84,2%)
ITT ITT
HCV RNA pozitivni 97 13 21 2 7 3 26 6
Vysledky nejsou k
8 4 3 2 9 6 0 0
dispozici
Ztraceni ve sledovani
3 0 3 0 10 6 21 10
(lost of follow up -FU)
Celkem 239 99 239 100 241 101 242%%* 101**

Tabulka 5 Vysledky Iécby PWID pacientl 2k rezZimem v Programu komplexni péce (*prabéiné vysledky
IéCby, ** u 2 osob nebyl uréen genotyp, RVR — rapid virological response, EVR — early virological response, ETR —
end of treatment virological response, F/U - follow-up).

Pfi zhodnoceni dosaZzenych vysledkl, nebyl pro dosaZzeni SVR zdsadni ani genotyp. Ukazalo se, Ze
spolupracujici PWID s HCV genotypem 1 dosahli SVR pres 80 % ITT, cozZ byl, hodnoceno optikou té
doby, mimoradny vysledek.

Soucasti studie bylo i dlouhodobé sledovani pacientl a vyhodnoceni ¢etnosti reinfekci. Celkem 76 %
pacientl z prezentované studie bylo v kontaktu a hodnoceno jesté minimalné 3 roky po dosazeni SVR.
Byly zaznamenany 2 reinfekce, tedy frekvence reinfekci byla 0,6 % na osobu a rok. Jesté jedna reinfekce
byla zaznamenana po 5 letech sledovani po SVR.
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7.3.  Nova virostatika v Ié¢bé virové hepatitidy C

Revoluci v 1é¢bé chronické HCV jsou pfimo pUlsobici virostatika (directly acting antivirals — DAA). Jedna
se o nizkomolekularni Iatky, které cilené blokuji funkci nékterého z HCV enzym( esencialniho pro
virovou replikaci. DAA rozdélujeme podle cilového proteinu na protedzové inhibitory (NS3/4A),
inhibitory NS5A a polymerazové inhibitory NS5B RdRp. V pfipadé protedzovych inhibitord rozlisujeme
jesté jednotlivé generace léCiv, jiné tridy DAA se déli podle chemického sloZeni na nukleos(t)idové
inhibitory nebo inhibitory nenukleos(t)idové povahy.

Jednotlivé DAA tfidy maji zpravidla vice¢etné efekty na blokovani replikace HCV v hostitelské bunce,
coz je dano polyfunkcnosti cilovych HCV proteind.

Proteazové inhibitory

Zjednodusené mlzeme konstatovat, ze NS3/4A protedzové inhibitory blokuji stfihaci funkci NS3
proteazy. Do fazi klinického zkouseni se dostaly az nizkomolekularni inibitory NS3/4A, které vyuZivaji
principu fale$ného substratu cilového enzymu?®,

V |éCbé se zacaly jakou prvni pouzivat linearni derivaty a-ketoamidu boceprevir a telaprevir (dnes prvni
generace protedzovych inhibitord), které tvofi reverzibilni kovalentni vazbu s cilovou molekulou.
Ukdzalo se, Ze vazba molekuly protedzového inhibitoru (PI) blokuje nejen proteazovou, ale téz
helikazovou aktivitu NS3/4A, tedy rozplétani obou vidken HCV RNA pfi transkripci a tim pfimo replikaci
HCV RNA 205,206,207_

Proteazové inhibitory (PI) prvni generace: boceprevir, telaprevir a simeprevir byly pfidavany do rezima
s interferonem a ribavirinem. PfestoZe zvySovaly pravdépodobnost dosaZzeni SVR, pro pacienty
predstavovaly trojkombinacni rezimy s interferonem jesté vétsi zatéz vzhledem k ¢etnosti nezadoucich
ucink?®, Prvni generace PI, na rozdil od aktudlné uzivanych virostatik, méla své vlastni vedlejsi ucinky,
které jiz tak Spatnou toleranci IéCby jesté zhorSovaly.

Inhibitory NS5A

Tato tfida DAA ma rovnéz minimalné dvoji mechanizmus ucinku. V prvni fazi blokuje kompletaci a
uvolnéni viriond HCV z hepatocyt(®®. Nasledné se podili na blokddé vlastni replikace HCV RNA. NS5A
nema vlastni enzymatickou aktivitu, je kofaktorem NS5B RdRp. Je zdsadni pro replikaci HCV RNA,
kompletaci virionu a modulaci fady intraceluldrnich signalnich drah®:21 21  pro kompletaci HCV
partikuli je esencidlni membranova sit (MW), na niz se NS5A spolupodili. Pro tvorbu MW je podstatna
interakce NS5A a fosfatidylinositol-4- kindzy Il alfa (PI4KllIa)?*2. Inhibice interakce s PI4Kllla inhibitory
NS5A vede k blokddé tvorby membranové sitg?13 214215,

Inhibitory NS5A jsou velmi efektivni a jsou klicovymi léky pro eradikaci HCV, proto jsou soucasti témér
viech fixnich kombinaci DAA (viz niZze) schvédlenych k 1é&b& HCV infekce?'®?17:218219  Jejich Géinnost
Castecné limituje geneticka heterogenita HCV. Dalsi problém inhibitor(i NS5A je v postupném rozvoji
rezistentnich mutaci HCV nebo jiZz preexistujicich virovych kmenl, které na inhibitory NS5A nejsou
optimalné citlivé. Proto je nelze pouZivat v monoterapii, ale pouze v kombinaci s Pl nebo s inhibitory
NS5B RdRp. Inhibitory NS5A se vaZzou na prvni doménu tohoto nestrukturalniho virového proteinu;
substituce asociované s rezistenci (RAS) na NS5A méni strukturu této domény??°.

Podstatné Castéjsi je scénafr, kdy se substituce v prvni doméné vyskytuje v naivni virové populaci, ktera
se dosud s zadnym inhibitorem nesetkala. Pro tuto virovou populaci pouZivame oznaceni RAV —
varianta (kvazidruh) asociovana s rezistenci. Zejména tyto preexistujici bodové mutace (RAV), v jejichZ
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disledku dochazi po zméné tripletu i k zaméné aminokyseliny na dané pozici, vedou k nizsSimu efektu
nebo az k selhani 1é¢by. Vyznamnost a konecny efekt RAV mutace na terapii HCV zdvisi podle
oCekavani na pouZité kombinaci DAA. Robustni kombinace DAA maji zpravidla jen minimum
nonresponderd v disledku RAV. PrestoZe ucinnost DAA lé¢ebnych reziml je vSseobecné velmi vysoka
a to i mezi jedinci s detekovatelnou RAV mutaci, pfedlééebné mutace NS5A prokazatelné snizuji
udinnost terapie, v zdvislosti na pouZité kombinaci a pacientské skuping??1:222,223,224,225,

Vezmeme-li v ivahu mnozstvi nakazenych osob, které jsou nebo budou lééeny DAA rezimy, i zZlomek
procenta selhanych léceb povede pravdépodobné k selekci a naslednému Sifeni multi-resistentnich
HCV izolatd v populaci. Pokud se nepodari HCV dostatecné rychle eradikovat, dojde ¢asem k rozsireni
téchto rezistentnich kmena a ke snizeni G¢innosti dostupnych lé¢ebnych rezim(?2%223:224,

Prvnim inhibitorem NS5A, ktery uUspésné prosSel pres klinické testovani do klinické praxe, byl
daclatasvir®?®??’ nasledovdn ledipasvirem a ombitasvirem. Nové vyzkumy testovaly uGéinnost
jednotlivych NS5A inhibitorl, pouZivanych v klinické praxi na dosud popsané HCV genotypy 1-7.
Zjistily, Ze pibrentasvir a velpatasvir - nejnovéjsi z dosud schvalenych NS5A inhibitord maji shodnou a
velmi vysokou pangenotypou aktivitu 216:217.228,

Inhibitory NS5B RdRp
Tuto skupinu délime dale na nukleos(t)idové a nenukleos(t)idové inhibitory.

Nukleos(t)idové inhibitory (NI) pGsobi pfimo na aktivnim katalytickém misté cilového enzymu. Jejich
integrace do vznikajiciho fetézce RNA vede k pfimému ukonceni fetézce nebo k ndslednym fatalnim
chybdm v sekvenci vznikajici RNA, Ze dochdazi k jejimu zéniku??®. Aktivni misto RdRp je vysoce
konzervativni, proto je aktivita této tfidy DAA stejna pro vSechny HCV genotypy. Tato tfida ma téz
malou &etnost vzniku rezistenci. Pfes popsané pfiznivé vlastnosti NI nepouZivdame v monoterapii?*.

Nenukleos(t)idové inhibitory (NNI) RdRp zpuUsobuji zmény konformace polymerdzy vazbou na
alostericka mista na jejim povrchu. To vede ke sniZzeni enzymové aktivity. Na rozdil od NI neni
pangenotypovd ucinnost a maji nizsi genetickou bariéru pro vznik resistenci®.

V klinické praxi se od pocatku zavedeni DAA do |écby chronické HCV infekce zacaly pouZivat
kombinované rezimy — inicidlné (prvni generace proteazovych inhibitor() v kombinaci s interferonem
a ribavirinem, nasledné kombinace jednotlivych DAA riznych ttid.

Jesté roce 2014 probéhly 2 klinické studie s trojkombinaci DAA + PEG IFN a ribavirin. Jednalo se o studii
Quest s trojkombinaci simeprevir (druha vina prvni generace protedzovych inhibitor(), PEG IFN a
ribavirin, kterd byla U¢inna pro pacienty infikované genotypy 1 a 4232233,

Dalsi studie Neutrino ve stejném roce testovala kombinaci sofosbuviru (nukleotidovy inhibitor NI)
v kombinaci s PEG IFN a ribavirnem. Tato 12 tydenni Ié¢ba byla G¢innd bez ohledu na genotyp, kterym
byl pacient infikovan. SVR byla dosazena u 89 % pacientl s genotypem 1 a 96 % pacientd s genotypem
4%3% Rovnéi u pacient( s cirh6zou byla zaznamendna vysoka ucinnost a aZz 80 % dosahlo SVR. U
pacientl s genotypy 2 a 3, dfive nelspésné lécenych dvojkombinaci PEG IFN a ribavirin, bylo v ramci
studie s popsanou trojkombinaci dosazeno SVR v 96 % respektive v 83 % pfipadi®®.

V EU byla schvdlena i kombinace PEG IFN + ribavirin a daclatasvir, ktera ale v klinické praxi nakonec
pouZivana nebyla?362%7,
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DAA rezimy a fixni kombinace

Do klinické praxe se v ramci program( ¢asné dostupnosti dostala kombinace sofosbuviru a daclatasviru
(SOF 400 mg 1x denné + DCV 60 mg 1x denné). Tato kombinace byla uréena hlavné pacientim
s pokrocilym jaternim onemocnénim a po transplantaci jater. Byla k dispozici v jeSté pfed zavedenim
tzv. fixnich kombinaci DAA (viz dale v textu) do klinické praxe?32%°,

Zacatek prelomové a tolik ocekdvané bezinterferonové éry zahdjily studie (faze 1l) s kombinacemi
asunapreviru a daclatasviru (DCV) pro nemocné s genotypem 12% g sofosbuvir s ribavirinem pro
pacienty s genotypem 2 a 32*', Pro genotyp 1 byla kritce pouZivdna i kombinace sofosbuvir a

simeprevir?*2,

Peroralné podavané kombinace DAA byly dobfe sndseny, odpadly nezddouci ucinky indukované
interferonem a byly vhodné k pouziti i pro pacienty s cirhdzou.

Koncem roku 2014 zacala v USA éra tzv. fixnich kombinaci, tedy bezinterferonovych lécebnych rezimd,
které byly po vzoru HAART (highly active antiretroviral therapy) v jedné i nékolika malo tabletach.
DAA rezimy maji minimum nezadoucich Gc¢inkd a vysokou terapeutickou Ucinnost proti HCV. Vidy se
jedna o kombinaci minimalné dvou vyse popsanych skupin pfimo pusobicich virostatik. Bez vyjimky
vSechny fixni kombinace zvysuji komfort a tim i compliance |éceného pacienta. Pouziti nékterych
kombinaci bylo a je jesté stale vazané na urcity genotyp. Nejnovéjsi fixni kombinace jsou jiz
pangenotypové.

Prvni fixni kombinaci na trhu byla kombinace sofosbuviru (SOF 400 mg ) a ledipasviru (LDV 90 mg)
v jedné tableté. Davkovani je 1 tbl 1x denné 8 aZ 12 tydn( pro pacienty s genotypem 1 a 4 dle
pokrocilosti onemocnéni a pfipadné predchozi nelspésné terapii IFN rezimy?43244245246.247  pEidani
ribavirinu nebo prodlouzeni 1é¢by na 24 tydn( mélo pozitivni efekt na zvySeni podilu SVR pfi
pFitomnosti jaterni cirhézy u pacientd, ktefi jiz dfive nelspésné podstoupili [éEbu?*824920, Kombinace
je uréena pro pacienty s genotypy 1, 4, 5a 62°*.

Dalsi fixni kombinaci byla trojkombinace 3D ombitasviru (OMB) s ritonavirem potencovanym
paritaprevirem (r/ PTV a OMB — v jedné tableté v davce 2tbl 1x denné) a dasabuvirem (DSV 1 tbl 2x
denné). Tato lécba byla uréena pouze pro pacienty s genotypem 1. Pro subtyp 1a bylo doporuceno
jesté pFidani ribavirinu k fixni kombinaci. Dle klinickych studii?®*?5324255 hyla doporuéend doba lécby
12 —24 tydna podle klinické situace. Prodlouzena lécba byla doporuéena pro jiz diive nelspésné [écené
pacienty s jaterni cirhdzou s genotypem 1a.

Dvojkombinace OMB a r/PTV je dostateéné Gcinna pro pacienty s genotypem 4%,

V roce 2016 byla registrovana kombinace sofosbuviru s velpatasvirem (SOF 400 mg + VEL 100 mg 1 tbl
1x denné)®’. Jedn4 se jiz o pangenotypovou kombinaci, ale pro pacienty s cirhdzou s genotypem 3 je
doporudeno jesté pfidani ribavirinu?®,

Kombinace grazopreviru — NS3 Pl (GZR 100 mg) a inhibitoru NS5A - elbasviru (EBR 50 mg) 1 tbl 1x
denné je uréena pro nemocné s genotypy 1, 4 a 6259260261 Doba |ééby je standardné 12 tydnd, u
pacientl s genotypem 1a bylo doporuceno testovat pred lécbou RAV mutace. Pfi jejich detekci bylo
doporuéeno pfidani ribavirinu do kombinace a prodlouZeni 1é¢by na 16 tydn(?%22%3, Pfitomnost
pokrocilého jaterniho onemocnéni a jaterni cirhdzy nevedla k poklesu ucinnosti. Kombinovany
preparat je eliminovan hepatalné, je tedy moZné a bezpecné jeho podavani u hemodialyzovanych
osob?*,

V roce 2017 byla registrovana dalsi kombinace: sofosbuvir (SOF 400 mg) + velpatasvir (VEL 100 mg) a
voxilaprevir (VOX 100mg ) - pangenotypovy protedzovy inhibitor. UZiva se opét 1 tbl 1x denné?®, Dle
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predchozi expozice 1é¢bé je doba lé¢by 8-12 tydni. Jednd se o dal$i pangenotypovy reZzim?2%,
Kombinace je u¢inna i u pacientl po pfedchozi nelispésné terapii jinym DAA reZimem?®’.

Zatim posledni dostupna kombinace je Pl glecaprevir (GLE 300 mg s inhibitorem NS5A pibrentasvir
(PIB 120 mg). Jde opét o kombinaci s pangenotypovou ucinnosti a vybornou toleranci. Ordinuje se
v jedné denni ddvce po dobu 8 a7 16 tydn( podle konkrétni klinické situace?'’. Denni ddvka je ve tfech
tabletach, které se uZivaji najednou s jidlem nebo po jidle, idedlné rano se snidani?®®.

Vybér nejvhodnéjsi lécebné kombinace pro daného pacienta zavisi na pokrocilosti jaterniho
onemocnéni, dostupnosti léciva v daném regionu a na genotypu ¢i subtypu HCV. V americkych

doporuéenich je jiz zminéna i varianta nestanovit genotyp a pouZit pangenotypovy lééebny rezim*8.,

Bezinterferonové rezimy, vhodné pro jednotlivé genotypy a klinické situace shrnuje tabulka 6.

HCV | Anamnéza | SOF/VEL | GLE/PIB | SOF/VEL/VOX | SOF/LDV | GZR/EBR | OBV/PTV/r
GT _(tydn ] | ____|+DSV

GT 1a

GT1b |

GT2 — —

GT3

GT4

GTS

GT6

Tabulka 6 Lécebné reZimy pro pacienty bez cirhdzy. TE — opakované |éCeni pacienti, TN neléceni
(naivni) pacienti (pfevzato ze Standardni diagnosticky a terapeuticky postup chronické infekce virem
hepatitidy C (HCV). Ceskd hepatologickd spolecnost: Ceské lékarFské spolecnosti Jana Evangelisty
Purkyné [online]. 2019 [cit. 2020-01-13]. Dostupné z: https://www.ces-hep.cz/file/596/2018-
guidelines-hcv-chssil-1.pdf°).

Diky vySe popsanym novym léebnym rezim({m doslo k zasadnimu zjednoduseni a zefektivnéni |écby
chronické HCV infekce. S ohledem na minimum nezadoucich ucinkG jiz neni lé¢ba pro nemocné
neprijemnou Zivotni etapou. Naopak je snadn3, kratka, prakticky bez komplikaci a pti znalosti Iékovych
interakci je pro pacienty velmi bezpecna. Cilem IéCby je stdle eradikace viru. Nasim hlavnim cilem
v soucasné ére vSak neni pouze eliminace viru u konkrétniho lé¢eného jedince a jeho vyléceni, ale
globalni eliminace HCV infekce jako takové. Aktudlni Iécebné reZzimy jsou pro tento ambicidzni cil
dostatecné.
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7.4. Lécba akutni HCV infekce

Pacienti s diagnostikovanou akutni HCV infekci jsou rovnéz kandidaty |écby. V téchto pfipadech je
cilem zabranit prechodu infekce do chronicity. Zahajeni |écby DAA rezimy u akutnich infekci je
nakladové efektivni. Vzhledem k prevaze asymptomatickych pribéht akutnich HCV infekci a malému
poctu léCenych pacientl nevime, kdy je vhodny moment pro zahdjeni terapie, nezname idedlni dobu
IéCby ani optimalni [éCebny reZzim. Podle dostupnych studii s touto problematikou je minimalni doba
lécby 8 tydnU, lze pouZit pangenotypové fixni kombinace. Podavani DAA v ramci postexpozi¢ni
profylaxe indikované neni&181,

Non-structural proteins

’,,f—""MetaI loprotease
Envelope o Serine protease RNA ™

/_/’"C’:apsid glycoproteins RNA helicase Cofactors polymerase

- 1 1
0 0 0 O 0 e

NS4B

P

Protease inhibitors NS5A inhibitors Polymerase inhibitors

« ...previr » « ....asvir» « .....buvir »
Paritaprevir Ledipasvir Nucs Non-Nucs
Glecaprevir Velpatasvir
Grazoprevir Pibrentasvir Sofosbuvir Dasabuvir
Voxilaprevir Ombitasvir

Elbasvir
Daclatasvir

Obrazek 7 Tridy DAA a jejich rozdéleni podle cilovych HCV proteinli (pfevzato z: ASSELAH, Tarik,
Patrick MARCELLIN and Raymond F. SCHINAZI. Treatment of hepatitis C virus infection with direct-
acting antiviral agents: 100% cure?. Liver International. 2018, 38(2), 7-13. DOI: 10.1111/liv.13673. ISSN
14783223. Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/liv.136732%).
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8. Globalni eliminace HCV infekce

8.1. Plan globalni eliminace HCV infekce v EU

V 2016 prezentovala WHO ak¢ni pldn, jehoz cilem je ziskat kontrolu nad Sitici se HCV infekci a nasledné
toto onemocnéni eradikovat?®. Plan globalni eliminace HCV infekce predpoklada naplnéni
nasledujicich cill do roku 2030:

- dosdhnout 65% poklesu mortality v souvislosti s jaternimi onemocnénimi
- snizit pocty novych HCV infekci 0 90 %
- zvysit podil diagnostikovanych infekénich pacient( na 90 % >2%°.

Matematickym modelovanim pfi kvalifikovaném odhadu aktudlni epidemiologické situace v EU vypada
plan globalni eliminace HCV infekce dle WHO v EU v Cislech nasledné: pocet viremickych subjektt v EU
vroce 2015 je odhadovdn na 3238 000 z celkového poctu 509 868 000 obyvatel Evropské unie.
Prevalence viremickych osob v EU je odhadovana na 0,64 %. V roce 2015 bylov EU 1 180 000 obyvatel
s jiz diagnostikovanou HCV infekci. 150 000 nemocnych bylo v roce 2015 v EU specificky |é¢eno pro
chronickou HCV. 133 000 lé¢enych dosahlo setrvalé virologické odpovédi (SVR), tedy bylo uzdraveno.
Kontinudlni prenos HCV infekce, ktery v regionu EU probihd, vedl vroce 2015 k57 900 novym
pfipadim. To znamena 11,4 novych HCV infekci na 100 000 obyvatel EU. Odhaduje se, Ze ve stejném
roce pfislo do Evropy 30 400 migrant( s HCV infekci?’.

Abychom dosahli eliminace HCV infekce, je potfeba v souladu s doporu¢enim WHO zménit a
zintenzivnit dosavadni diagnostické a léCebné strategie. PrestoZe je EU velmi vyspély a ekonomicky
silny WHO region, ma v prevenci a |é¢bé HCV infekce v soucasné dobé znacné rezervy. EU se 3,2 miliony
viremickych obyvatel, miZeme srovnavat s USA, kde je infikovanych 3,2 aZ 3,5 milionl osob?’:. V EU je
diagnostikovdno pouze 36 %, zatimco v USA aZ 50 % nemocnych??. Jesté patrnéjsi je propad
evropskych zdravotnich sluzeb, pokud srovname pocty IéCenych. V roce 2015 bylo v EU Ié¢eno celkem
150000 nemocnych, zatimco v USA ve stejném roce 260 000 osob®°,

Se zavedenim DAA do lé¢by HCV v EU od roku 2014 se prvni cil, tedy sniZeni poctu Umrti v souvislosti
s pokrocilou HCV infekci jevi jako realny a dosazZitelny. Priblizné 80 % hepatocelularnich karcinomu
v EU se rozvine u pacientl s HCV infekci. DAA reZzimy na rozdil od ptedchozich terapeutickych mozZnosti
maji signifikantné vyssi proporci SVR. Navic jsou indikované a dobre tolerované i u pacientl
s komorbiditami nebo pokrocilym jaternim onemocnénim, coz bylo pti IéCbé reZzimy s interferonem
zasadnim limitem?73274,

Diky zavedeni DAA do Iécby HCV infekce je v EU od roku 2014 jasné patrny narUst 1éCenych pacient(.
Vroce 2013 se v EU lécilo 67 000 pacientd, v roce 2015 jiz 150 000. Zdaleka ne vsech 150 000
nemocnych bylo |é¢eno DAA rezimy. V soucasné dobé v nékterych zemich EU nadale pokracuje |écba
HCV reZimy s interferonem, vzhledem k dosavadni vysoké cené DAA lécby. Uspésnost terapie je
pocitana nikoliv jen na DAA reZimy, ale na kombinaci [é¢ebnych schémat a SVR je odhadnuta na 89 %.
Aby bylo dosaZzeno cile WHO a doslo k poklesu novych infekci v roce 2030, musi se pocet |é¢enych osob
zvysit z dosud lé¢enych 150 000 za rok na 187 000 do roku 2025, pti pouZiti vyhradné DAA rezimU s vice
nez 95 % SVR. Pokud by se v rdmci EU nepodafilo sjednotit IéCebné rezimy a nedoslo by k vyhradnimu
pouzivani DAA v |écbé HCV se SVR kolem 95 % a SVR by se stdle pohybovala jen kolem 80 %, bylo by
potfeba kazdorocné lécit jeSté vice nemocnych —odhadem 192 000 od roku 2020.
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Pokryti zdravotni pé&e neni v ramci EU homogenni. Pacienti z 5 zemi (Spanélsko, Italie, Némecko,
Francie a UK) tvofili vice nez 80 % vSech Iécenych v roce 2015. Pouze 3 zemé (Holandsko, Némecko a
Francie) Iécilo vice nez 10 % infikované populace v roce 2015. LécCit vice nez 10 % infikovanych je jedna
z podminek, nutnych k dosaZzeni poklesu novych infekci v dané populaci a postupny cil k dosazeni
pldnované eliminace HCV infekce v roce 2030 dle WHO?®.

Jesté vétsi vyzvu predstavuje pozadavek na snizeni poc¢tu novych HCV infekci. PWID predstavuji v EU
nejrizikovéjsi skupinu pro pfenos HCV. RovnéZz pomér novych HCV infekci mezi HIV pozitivnimi
homosexualnimi muzi ma tendenci k nardstu z 0,9 -2,2 na 23,4 az 51,1 novych infekci na 1000 osob za
rok mezi lety 1990 az 2007. Pouze S$irsi nabidka harm-reduction program( a nelimitovna lé¢ba DAA
rezimy v rizikové se chovajici populaci povede redlné ke sniZeni rizika novych infekci v této skupiné.
Nova strategie ,1é¢ba jako prevence HCV“ mezi PWID je efektivni?’®.

Pro globdlni eradikaci HCV je klicovy snadny a otevreny ptistup k diagnostice a terapii pro vSechny
infikované subjekty. Velmi duleZité je rovnéz, aby lécba co nejvétsiho poctu infikovanych osob
probéhla v kratkém ¢asovém obdobi nékolika let. Jediné tak miZeme dosdahnout vyznamného poklesu
zdrojl infekce a tim omezit nejen riziko reinfekci v rizikové se chovajicich subpopulacich, ale i vznik
rezistenci.

Bude tfeba prehodnotit vstupni kritéria pro zafazeni pacientd do DAA léCby. V soudasné dobé je
v Evropé vétsinou vyZzadovano mirné pokrocilé onemocnéni (Metavir F2) pro splnéni kritérii k 1é¢bé.
Do budoucna bude potireba |écit vSechny viremické pacienty, bez ohledu na pokrocilost jaterniho
onemocnéni.

Dalsi zasadni potreba je rozsifeni screeningu antiHCV pozitivnich. Aby bylo moZno vice IéCit, musi se
zvysit pocet jedinc(, u kterych bude HCV infekce diagnostikovana. Podle kvalifikovanych odhad je
potfeba misto 88 800 novych zachytd HCV vroce 2015, diagnostikovat minimalné 180 000
infikovanych jedinc( v roce 2025.

Tento postup povede k redukci novych infekcia 65% snizeni umrti na jaterni onemocnéni - tedy pouze
148 000 téchto umrti v roce 2023. Pocty osob s dekompenzovanou jaterni cirhdzou se snizi 0 60 % a
vyskyt HCC o 70 % jako dUsledek rozsifeného testovani a Iéceni chronické HCV v EU. Nabidka Iécby
DAA rezimem pfti diagndze tohoto onemocnéni mlze v globalnim méfitku zabranit 640 000 Umrti na
jaterni cirh6zu a rakovinu jater?’s,

8.2. Podminky globalni eliminace HCV infekce

Pokud se soucasna |écebna strategie nezméni podle vySe uvedenych doporuceni, klesne sice mortalita,
ale pocet novych infekci zlistane nadale vysoky. V EU neklesne incidence HCV zejména v dasledku
novych infekci a reinfekci mezi PWID.

Doporuceni lécit pouze pacienty s vyssim stupném fibrézy (Metavir F2 a vyse) velmi ¢asto vylucuje
z lécby pravé PWID s HCV infekci. VétSina PWID je mlada a jinak zdrava a pokud nedojde k jejich
zarazeni do lécby v dobé diagndzy zdlvodu malo pokrocilého onemocnéni, ztrati se v dalSim
sledovani, nebudou dochdzet na kontroly k Iékafi a navic budou dale Sifit HCV infekci pfi kontinualnim
rizikovém chovani. Potvrzeny efekt rozsifeného léceni na pokles novych infekci plati samozifejmé také
v populaci PWID. Studie jasné prokazaly, Ze lécba v rizikové se chovajici populaci PWID vede ke snizeni
pfenosu HCV infekce snizenim zdrojii infekce v dané populaci?’”?’®., Némecko, Lucembursko,
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Holandsko a Portugalsko od roku 2015 zavedly neomezeny pfistup k DAA |écbé bez limitaci pokrocilosti
jaterni choroby a dalSich. Od roku 2016 se k této strategii pfidala i Francie.

Jiz uvedena skutecnost, Ze skoro 2/3 infikovanych osob o své chorobé viibec nevi, podporuje nutnost
zlep$it a rozdifit dostupnost testovani antiHCV protildtek vEU (a celosvétové) #’2. Priimérnd
»prodiagnostikovanost” v EU je pouze 41,2 %! Jinymi slovy v tak vyspélé oblasti jako je EU stdle vice
neZ polovina infikovanych osob s HCV infekci o svém onemocnéni nevi?’°. Musime aktivné doporucovat
a nabizet testovani potencialné rizikovym jedinclim. Potfebujeme rozsifit testovani rizikové populace
a zpfistupnit zdravotni péci PWID a jinak socidlné znevyhodnénym skupinam.

Pro zlepseni diagnostiky je téz podstatné zvysit informovanost populace o virové hepatitidé C,
diagnostice a lé¢bé. Vétsina pacientl stale nevi, Ze chronicka HCV infekce je pIné l1é¢itelné onemocnéni.
Vétsi zajem o vlastni zdravi a zpfistupnéni a usnadnéni testovani povede nejen ke zlepSeni diagnostiky,
ale i ke zvyseni povédomi o vlastnim zdravotnim stavu rizikové se chovajicich subjektd. Podobny scénar
fungoval téz u HIV infekce. K diagnostice lze vyuzit i nové technologie, umoZznujici velmi pfesnou na
PCR zaloZenou diagnostiku pfimo v terénu pfi odbéru z kapilarni krve 27°.

8.3. Prekdazky planované globdlni eliminace HCV infekce

Globalni eliminace, tedy efektivni pokryti infikovanych osob |é¢bou, ma velmi zjednodusené dva
zasadni problémy.

Prvnim je ziskani dostate¢ného mnoiZstvi financnich zdroji k zajisténi lécby, testovani a prace
s pacienty. Zejména v rozvojovych zemich s nizkym socioekonomickym standardem je toto problém,
ktery realizaci eradikace vyrazné zpomali a zkomplikuje. Pokud nebudou tyto ekonomiky podporeny
zjinych (zahrani¢nich) zdroji vramci WHO planu globdlni eliminace HCV infekce, je velmi
nepravdépodobné, Ze budou plosné |éCeny vSechny osoby s replikujici HCV infekci napf. v Africe &i Jizni
Americe®®,

Druhym momentem, ktery je rovnéZ podstatnou komplikaci pfi l1écbach infikovanych osob, a to i
v zemich s velmi vyspélou ekonomikou, které si teoreticky mohou dovolit IéCit vSsechny infikované
pacienty, je nedostupnost a tudiZ i nemoznost IéCby potencialnich pacient( z rizikovych skupin. Pravé
v téchto skupindch k Sifeni HCV velmi aktivné dochazi a jsou novymi ohnisky infekce. WHO ve svych
materidlech explicitné stanovila nasledujici problematické subpopulace, kterym je tfeba vénovat
zvySenou pozornost a péci:

- Injekéni uzivatelé drog (PWID)

- Bezdomouvci

- Vézni

- Migranti z rozvojovych zemi a endemickych oblasti pro HCV

- MSM

- Pacienti s koinfekci HIV/HCV

- Neinjikujici uzivatelé drog sdilejici pomUcky k podani navykovych latek
- Pfijemci krevnich transfuzi a produkt(

S vyjimkou posledné jmenované rizikové skupiny, tedy pfijemcl krevnich produktl, jde vétSinou o
jedince ¢i skupiny, vyfazené z bézné populace a existujici zpravidla na jejim okraji. Jedinci z uvedenych
skupin, které se ¢asto prekryvaji, maji vyznamné omezeny pfistup k jakékoli zdravotni péci, véetné
testovani na krvi pfenosné nemoci a tim i k pfipadné [é¢bé HCV infekce. Je popsana fada prekazek, at
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jiz ze strany potencialnich pacientl, poskytovatell péce nebo zdravotnického systému, které brani
PWID v zahajeni 1écby, v udrzeni se v [ééebném programu a Uspésném dokonceni [é¢by HCV infekce.
Velmi Casté jsou stigmatizace PWID, nedostatek informaci, Spatna socidlni situace, obavy z |é¢by a
vedlejSich Ucinkl, nedlvéra, neempaticky pfistup zdravotnikl a nedostatek zkuSenosti pfi praci
s PWID16428,

Prestoze i ostatni cesty prenosu HCV jsou vyznamné a je potfeba dale pracovat na zajisténi bezpecénosti
krevnich prevod( a produktl z krve a plazmy, stejné jako na eliminaci iatrogennich prenost HCV
v rozvojovych zemich, klicem k Uspéchu pfi eradikaci HCV jsou pravé PWID.

Vétsina expertll i matematickych modell se shoduje ve zjisténi, Ze k dosaZzeni kontroly nad HCV infekci
je potreba ziskat kontrolu nad HCV epidemii mezi PWID. Skutecnost, Ze PWID pfi eradikaci nesmime
podcenit, podtrhuji nasledujici ¢isla.

Podle posledniho WHO odhadu, Ze je na svété 71 milion( osob nakaZenych HCV. V souvislosti
s injek¢ni aplikaci psychoaktivnich latek je podle nejaktualnéjsiho odhadu z roku 2019 nakaZeno 6,1
miliénG jedincG?8:282. V roce 2015 bylo 1,7 milionu novych infekci, z toho 23 % mezi PWID 269.283, 284
V Evropé jsou 2/3 novych HCV infekci v pfimé souvislosti s injekéni aplikaci drog?®. Globalni prevalence
HCV mezi PWID je odhadovana kolem 40 %%82286,

Aby bylo dosaZeno sniZeni incidence podle stdvajiciho planu WHO do roku 2030, je tfeba v EU dostat
pod kontrolu Sifeni HCV mezi PWID. Podminkou této strategie je zvySit pokryti opiatovymi
substitu¢nimi programy (OST opioid substitution treatment) a vymeénnymi programy. V soucasné dobé
pouze 1 % PWID na svété Zije v oblastech s dostate¢nou nabidkou harm-reduction sluzeb®®’.

Studie jednoznacné prokazaly, Ze OST sniZuje riziko nové HCV infekce o 50 % mezi participanty téchto
program( a efekt substituce se zvysi aZ na 74 % pfi sou¢asném pouZzivani vyhradné novych sterilnich
pomiicek k injekéni aplikaci?®. PFinizsi efektivnosti harm-reduction (HR) sluZeb v nékterych oblastech,
bude eliminace HCV infekce zdlouhava a nebude ji dosazeno ani do roku 2050 a to i v pfipadé, Ze
ostatni opatfeni a vy$e popsané intervence budou fungovat&28°,

Tato zjisténi, spolu se skutecnosti, Ze reinfekce mezi rizikové se chovajicimi PWID hraji zasadni roli ve
zpomaleni eliminace HCV, zd(raznuji potfebu prevence novych infekci a dalSich intervenci mezi PWID
jako klicovou pro dosazeni WHO cill v globalnim méfitku. V boji o eliminaci HCV infekce se PWID
stavaji klicovou podskupinou, jejiz dostatecné zajisténi musi byt soucasti narodnich pland a prioritou
ve zdravotni politice. Cileny a proaktivni pfistup a ,lécba jako prevence” HCV mezi PWID povede
k eliminaci HCV jen tehdy, pokud pUjde ruku v ruce s komplexni [é¢bou a s harm-reduction programy
v danych komunitach?®® 291 292, 293 postupnost terapie HCV pro PWID a poéty specificky Iééenych

PWID byly a jsou stéle velmi nizké?%*2%,

Soucasti eliminacni strategie musi byt odstranéni systémovych prekazek, jako je kriminalizace PWID
nebo restrikce pfi dosaZeni lééby HCV u aktivnich uZivatelt psychoaktivnich latek?® %7, Studie
z readlného Zivota potvrdila, Ze soucasné uzivani drog pfi |écbé HCV DAA reZimem nesniZuje
pravdépodobnost vylé&eni a dosaZzeni SVR?982%,

ZkusSenosti ze Skotska, kde byl zahajen narodni akcni plan pro eliminaci HCV, ukazuji, Ze tento pfistup
je spravny a vede k dosaZeni poZadovanych postupnych cil( 3. Realizace podobného programu je
zadvisla na politické podporfe, na vyjasnéni zdravotnich priorit a dostatecnych financnich
prostfedcich'®, Finanéni zdroje budou hlavnim limitem v zemich snizkym hrubym ndarodnim
produktem a tyto oblasti pfedstavuji velkou vyzvu pro globalni eliminaci HCV3%,
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Mezi PWID jsou dalsi prekdzkou planované eradikace reinfekce. V literature jsou zatim dostupné
prevazné prace sledujici reinfekce po pfedchozi terapii HCV interferonem. Riziko reinfekce bylo 6 % za
rok u pacient(, ktefi pokracovali v injekéni aplikaci drog po skon&eni |é&by30%303.304,

Po |é¢bé DAA byl pocet reinfekci 4,2 na 100 osob za rok - podle pozorovani mezi 74 ucéastniky studie
C-EDGE CO-STAR, ktefi doséhli SVR a nasledné opét injekéné aplikovali drogy3®. Je potieba pfijmout
fakt, Ze reinfekce se budou mezi PWID objevovat pravdépodobné s jesté vyssi frekvenci. Je to disledek
jejich zakladniho onemocnéni - zavislosti. Potfebujeme proto s PWID pacienty zUstat v kontaktu i po
probéhlé |écbé, dale pokraCovat a podporovat jejich participaci ve vyménnych programech a OST a
soucasné nabizet opakované testovani HCV — idedlné 2x do roka a vzdy po epizodach rizikového
chovani. Dostatec¢né pokryti PWID Iéébou DAA povede ke snizeni poctu infikovanych osob a tim i
nasledné ke sniZeni rizika reinfekci p¥i kontinudlnim rizikovém chovani prelééenych jedinc84306:397,

Podle poslednich dat, prezentovanych na kongresu INSHU (International Network on Hepatitis in
Substance Users) v Montrealu v zafi 2019 je systém péce o pacienty s HCV dostatecny pouze ve 12
zemich. Pouze tyto zemé (viz tabulka 7) jsou nyni schopny realné dodrzet doporuceni WHO a
dosahnout planovaného poklesu prevalence a incidence HCV infekce.

12 zemi s dostatecnym systémem péce o pacienty s HCV schopnym naplnit teze o eliminaci HCV

Austrdlie Island Holandsko
Egypt Italie Spanélsko
Francie Japonsko Svycarsko
Gruzie Mongolsko Spojené kralovstvi

Tabulka 7 Systém péce o pacienty s HCV je dostatecny pouze ve 12 zemich.

14 14
9. Cile prace
Dlouhodobé sledovani pacientd s virovou hepatitidou C v Ceské republice, ¢asna diagnostika, lé¢ba a
prevence Sifeni této infekce mezi rizikovou populaci jsou hlavnim tématem predloZené prace.

Jednotlivé publikace a vyzkum, ktery jim predchazel, vznikaly postupné a témata vychazela priibézné
z dané situace, tak jak se vyvijely nase znalosti a moZnosti diagnostiky a Ié¢by HCV infekce i dostupnost
jednotlivych technik, metod a prostredka.

9.1. Zmapovani vychoziho stavu — stanoveni genotypového zastoupeni

Inicialné bylo potieba zmapovat situaci v CR a pokusit se o stanoveni genotypového zastoupeni HCV
mezi pacienty ve sledovaném souboru.

Prvnim dil¢im cilem bylo stanoveni ¢etnosti vyskytu jednotlivych genotyp( a subtypl HCV v infikované
populaci v Praze a StfedocCeském kraji a sledovani zavislosti mezi genotypovym zastoupenim a
rizikovym chovanim - injekénim uZivanim drog.

V devadesatych letech minulého stoleti bylo genotypové zastoupeni HCV v CR velmi uniformni,
potvrzujici zakladni vstupni hypotézu, Ze plvodnim zdrojem infekce bylo nékolik malo zdroji HCV
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infekce z obecné populace. Zdrojovi pacienti byli pravdépodobné infikovani iatrogenné (napf. transfuzi
krve) jesté pred objevem HCV a tedy pfed moznosti Gcinné branit rozsifeni HCV infekce a darce krev
testovat. Nelze vyloucit, Ze se jednalo o importované infekce z oblasti s vysokou prevalenci. Infekce
z obecné populace se nasledné rozsifila mezi rizikové se chovajici PWID. To vysvétluje odlisné
zastoupeni genotyp HCV mezi PWID v CR v 90. letech a zacdtkem nového milénia ve srovnani se
stavem, ktery panoval na zdpad a na jih od &eskych hranicl4> 148 154 308,309,

V pilotni studii, prezentujici genotypové zastoupeni HCV v Praze a StfedocCeském kraji, byla vyslovena
domnénka, Ze v nasledujici letech ¢i desetiletich dojde ke zméné zastoupeni genotypt (genotypovému
shiftu) a situace v CR se pFiblizi ostatnim vysp&lym zemim Evropy a svéta, kde je mezi PWID genotypové
zastoupeni znacné variabilni s dominanci pravdépodobné vyvojové mladsich HCV genotypl a subtypl
— zejména l1la a 3a. Prace publikovand vroce 2019, kterd je prifezem sledovani vyvoje nemoci
v jednotlivych obdobich a skupindch nemocnych, tento predpoklad jednoznacné potvrdila a
zdokumentovala.

9.2.  Vyvinuti nové techniky HCV genotypizace a subtypizace

Aby bylo mozné vyvoj onemocnéni mezi nové infikovanymi pacienty detailné sledovat, bylo potreba
vyvinout jednoduchou a cenové dostupnou diagnostickou techniku pro rychlé odliSeni zakladnich HCV
genotypl a subtypud. Publikace dokumentuje snahu usnadnit a rozsifit moznosti virologického
testovani a genotypizace HCV v CR jesté pred érou bézné dostupnych komerénich testovacich souprav
pro prosté kvantitativni stanoveni PCR HCV RNA. Stanoveni jednotlivych genotypd HCV koncem 90. let

minulého stoleti nebylo v CR dostupné.

K rychlému uréeni HCV genotypu respektive subtypu byla vyvinuta technika nested restriction site-
specific (RSS) — PCR. Metoda je zaloZena na uziti primerd homolognich k sekvencim rozpoznavanymi
specifickymi restrikénimi endonukledzami®!® . RSS-PCR vychazi ze stejného principu jako RFLP
(restriction fragment length polymorphism RFLP), ale bez poutziti restrikénich endonukledz, tedy
s mensimi technickymi naroky®'!. K izolaci virové HCV RNA byla pouZita extrakce pomoci silikonovych
partikuli®'2. Primery byly zvoleny a vyvinuty tak, aby byly citlivé k 5'-NC a C regiondm HCV genomu,
tedy ke konzervativnim lokustim, které byly uZivany ke genotypizaci i jinymi technikamit>116:313314,315
Zakladni prvni krok RT-PCR amplifikuje 664 pdard bazi dlouhy cDNA templat. Navazujici nested RSS-
PCR pak generuje pomoci 5 internich primert dalsi PCR produkty tzv. ,multiple band pattern”. Vysoce

citlivé primery Bukh-1 a Bukh-2 generuji produkt velikosti 256 bp?®.

Tento produkt je pfitomen v kazdém HCV RNA pozitivnim vzorku bez ohledu na genotyp, slouzi jako
diagnosticky pro pfitomnost HCV RNA a soucasné je interni kontrolou amplifikace. Primery RSS-11,
RSS-12 a RSS-14 specificky odlisuji HCV 1b od ostatnich subtypl a genotypl. Tyto primery byly
konstruovany podle sekvenci nukleotidd rozliSovacich mist restrikénich endonukleaz BstUl a Maell.
Nalez péti produktd (606, 478, 451, 323 a 256) byl vidy konzistentni s ndlezem HCV subtypu 1b, pro
ktery byly interni primery designovany (viz obrazek 8). Senzitivita i specificita RSS-PCR k odliseni HCV
subtypu 1b od ostatnich byly v obou pfipadech shodné 100 %.

Vyhodou vyvinuté metody je moznost provadét RSS-PCR primo z klinickych vzorkd, déle jednoduchost,
rychlost, reproducibilita a nizka cena. V jednom vysetifeni poskytuje RSS-PCR diagnostickou informaci
o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti HCV RNA ve zkoumaném vzorku a soucasné v tomtéz testu umoziuje
diferenciaci HCV 1b od ostatnich genotypu. Primery RSS-PCR mohou byt modifikovany k odliseni
dalSich HCV genotypu a subtypd.
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spm 5-NC - SIS

C-dna temp late

Bukh—?: RSS;—Il Bukh-2 ERSS-|4 ERss-lz
. ) 256-bp
478-bp
606-bp
' 101-bp
323-bp
451-bp

Obrazek 8 Nested RSS-PCR: schéma vnitinich primerd a PCR produktd; 5-NC — 5 nekddujici oblast
genomu HCV, C — C region, kodujici oblast genomu HCV, Bukh-1, 2, RSS-I 1,2,4 — ndzvy internich
primerd —viz v textu (plvodni obrazek autorky).

9.3. Sledovani zmén genotypového zastoupeni v rizikové populaci

V jednotlivych publikacich je postupné zachycen zadatek a prGbéh diverzifikace zpocatku velmi
uniformni epidemie HCV v CR.

Testovani antiHCV protilatek je v CR dostupné od pocatku devadesatych let minulého stoleti. Od roku
1992 bylo zavedeno plosné testovani darct krve na nové objevenou virovou hepatitidu C pomoci
antiHCV protilatek. V prabéhu devadesatych let minulého stoleti byli postupné identifikovani a
diagnostikovani jedinci z nizce rizikové populace s dosud neurcenou nonA nonB hepatitis a soucasné
byly diagnostikovany nové infikované rizikové se chovajici osoby, které injekéné aplikovaly drogy
(PWID). Zatimco v obecné populaci nové pripady HCV infekce diagnostikujeme s klesajici frekvenci,
epidemie mezi injekénimi uZivateli drog je stale aktivni nejen v CR, ale i v ostatnich zemich. Dochazi ke
stale novym prenoslim a tudiz i k postupnym zménam HCV izolatl a vyvoji genotypového zastoupeni
v této subpopulaci.

Genotypovy shift, ktery se odehrdl vrozmezi dvou dekdd v CR, je velmi dobfe dokumentovany
v pfiloZzenych publikacich. Plvodné zcela uniformni genotypové zastoupeni s pfevahou nejstarsiho
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subtypu 1b v obou subpopulacich (obecna, nerizikové se chovajici populace a injekéni uzivatelé drog —
PWID) se za dobou sledovani zcela zasadné promeénilo.

Pocatkem diverzity bylo zachyceni vysoce signifikantnich bodovych mutaci v konzervativnim koncovém
nekddujicim dseku HCV genomu v 5°-NC regionu. Tyto mutace se vyskytovaly zejména v populaci PWID
a dokumentovaly dynamiku a aktivitu probihajici epidemie v této skupiné. Vzorky séra, které byly
prospektivné ziskavany v letech 1998 a7 2000 od pacient(i z CR z Prahy a Stfedogeského kraje a které
byly genotypizovany primym sekvenovanim NS5B a 5°-NC Usek(, byly dale podrobeny detailni
sekvencni analyze.

Sekvenovany byly PCR produkty z 5°-NC regionu, nalézajici se na pozici vrozsahu -276 az -50
nukleotidil — &islovano podle Choo a spoluautord!®. Ziskané sekvence byly porovnany s prototypovymi
sekvencemi HCV, které jiz byly deponovany v Gen Bank pomoci softwaru DNASIS.

Celkem bylo analyzovano 96 PCR produkti od jedinc( infikovanych genotypem 1.

Z 22 PCR produktl subtypu 1a byly jen 2 produkty kompletné identické s referencnim PCR produktem
z GenBank. Oba PCR produkty identické s referenénim 1a produktem v GenBank naleZely subjektlim
z nerizikové podskupiny. DalSich 19 obsahovalo bodové mutace, nej¢astéji substituci C za A na -138
pozici. Vramci této sekvencni analyzy jsme zachytili unikatni, dosud nepopsanou bodovou mutaci
v podskupiné PWID pacientl. Unikatni sekvence tohoto izoladtu byla deponovana do GenBank pod
referenénim cCislem AY725958.

Analyza 74 PCR produktt amplifikovanych od subjektl s podtypem 1b ukazala 5 rliznych 5°-NC variant.
66 izolatl bylo identickych s referenénim PCR produktem v GenBank. DalSich 8 produktd mélo opét
bodové substituce na -138 pozici a 2 produkty mély na tomto misté inkorporovany jeden adeninovy
zbytek navic. Oba HCV izolaty s unikatni bodovou mutaci byly identifikovany od 2 nezavislych subjekt(
z nerizikové populace. Také tyto dvé unikatni 1b sekvence jsme deponovali do GenBank (AF 387732 a
AF 387733). Ve 4 pripadech jsme detekovali bodovou zdménu T na C na pozici -94. Zde se ve vSech
Ctyrech pripadech jednalo o vzorky z PWID podskupiny.

Nase sledovani, zjisténé vysledky a detekované bodové mutace reflektovaly zacatek divergence obou
podskupin HCV infikovanych pacientd v CR na konci milénia. Subpopulace, které se inicialné ligily svym
chovanim, se postupné zacaly odliSovat také rozsifenim jinych HCV izolatl. Podobné, jako u jednoho
infikovaného jedince sledujeme rozvoj kvazidruhlG v priibéhu trvani jeho chronické infekce, zde ve
vétsim meéfitku sledujeme existenci a rozsifeni bodovych mutaci, které jsou unikatni v urcité
podskupiné a dokumentuji tim skupinové rozdilny pifenos HCV infekce. Neni nijak prekvapivé, Ze vétsi
dynamiku a tedy i vice odliSnosti jsme zaznamenali mezi podskupinou PWID, kde je infekéni prostredi
podstatné aktivnéjsi co do Cetnosti rizikového chovani a naslednych prenost HCV. PrestoZe limitaci
studie byl relativné maly pocet detekovanych bodovych mutaci, je potfeba si znovu pfipomenout, Ze
byl studovan vysoce konzervativni Usek, kde je vyskyt kazdé mutace podstatné vyznamnéjsi, nez
v jinych regionech HCV RNA. Studovany Usek 5 -NC oblasti je soucasti IRES, jehoZ sekundarni struktura
je kriticka pro efektivitu HCV replikacel®. PfestoZe se jednalo o bodové mutace, jejich zachyt v nejvice
konzervativnim regionu HCV genomu svédci o kontinudlnim vyvoiji sSiteni HCV v dané rizikové skupiné
a o selekci vitalnéjsich a tedy pravdépodobné i vice virulentnich HCV izolatd.
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9.4. Komplexni péce —kli¢ k 1é¢bé; vyloucené populace - kli¢ k eliminaci HCV

Dvé dekady pred zvefejnénim mezinarodniho programu WHO a vyhlasenim planu globalni eradikace
HCV infekce, ktery akcentuje zlepSeni dostupnosti péce, diagnostiky a IéCby a zejména zahrnuti jedinci
a skupin z vylou¢enych komunit do lé¢ebnych rezimd, vznikl pod vedenim autorky na jejim pracovisti
Remedis ,,Program komplexni péce pro pacienty s komorbiditou zdavislosti”. V ramci tohoto projektu
mohou pacienti vyuZit celou Skalu sluzeb pod jednou stfechou, na jednom misté, vjednom
zdravotnickém zafizeni. S cilem postupné dlouhodobé stabilizace je zde pacientlim nabizena lé¢ebné
preventivni péce internistou a gastroenterologem, spolu s podporou psychiatra, klinického
psychologa, adiktologa a socialnich pracovnik(. Pacient muze vyuzit psychoterapie a/nebo substituéni
[écby, je komplexné vysetfen, vCetné vySetfeni na krvi pfenosné nemoci. Infekénim pacientim je
nabizena specifickd protivirova terapie (v minulosti se jednalo o dlouhodobou lé¢bu interferonem a
ribavirinem, v souc¢asné dobé jsou pacienti Ié¢eni vyhradné DAA reZimy). Cilem tohoto pfistupu neni
jen lé¢ba infekéniho onemocnéni, ale snaha o nastaveni dlouhodobé spoluprace s pacientem a pomoc
pfi zméné Zivotniho stylu, kterd je nejen prevenci relapsu zneuzivani navykovych latek, ale i reinfekce
virové hepatitidy C. Tento pfistup si ziskal respekt mezi odborniky na Ié¢bu zavislosti a je obliben mezi
klienty. Pro zavislého jedince je v béZzném zdravotnickém zatizeni velmi obtizné a casto nemoziné
absolvovat sérii vySetfeni, vedouci k diagndze HCV infekce a nasledné se dostat i k jeji Ié¢bé. LéEba HCV
probihala a stdle probihd v centrech, kde neni personal skoleny na kontakt se stigmatizovanou
klientelou PWID. Tim je spoluprace PWID pacient( se zdravotniky velmi ztizena.

Letita zkuSenost ukazala, Ze pfi realistickém nastaveni limitli, dostatecné podpore, empatickém a
neodsuzujicim pfistupu a respektovani specifik, kterd se vazi k PWID pacientim s chronickou HCV
infekci, je kvalitni spoluprace moznd. PFi usnadnéni kontaktu Ize navodit kvalitni vztah IékaF — pacient
— zdravotnické zafizeni. Dokladem toho je i velmi vysoka uUcinnost IéCby interferonem a ribavirinem,
kterou nasi pacienti diky dobré compliance v éfe interferonovych rezim( dosahovali a ktera byla téz
opakované prezentovana na kongresech a seminarich, at jiz na lokalni ¢i mezinarodnich drovni.

V roce 2017 zahdjila svoji ¢innost pobocka Remedis Brno, ktera jde v souladu se sou¢asnym trendy
péce o zavislé jesté dal. Pro pacienty se zavislosti poskytuje podobné spektrum adiktologickych sluzeb
jako praiské centrala, ale je lokalizovana pfimo v centru romské komunity v Brné. Tim se nabizena
sluzba stava dostupnou a dobre akceptovatelnou i pro klientelu, pro kterou napfiklad cesta tramvaji
predstavuje neprekonatelnou prekazku. Vysledky popsaného konceptu péce shrnuje pilotni prace,
prezentujici vysokou prevalenci HCV infekce mezi brnénskymi Romy. V ramci projektu bylo vySetfeno
50 unikatnich pacientd. Jednalo se o prvokontakty s adiktologickou poradnou Remedisu v Brné. Zadny
z téchto pacientl dosud nebyl v evidenci a nekontaktoval naSe zdravotnické zafizeni v jiné lokalité
v minulosti. Pacienti se registrovali a byli vySetfeni v obdobi 3-12/2017. VSichni klienti byli injekénimi
uzivateli drog (PWID). Jejich chovani bylo rizikové. Dochazelo ke sdileni injekéniho materidlu a
parafernalii pfi parenteralni aplikaci ndvykovych latek nebo k tetovani Ci piercingu v neprofesionalnich
podminkach - tedy nesterilnimi pomlckami. Velmi ¢astou rizikovou aktivitou byl téZ nechranény
pohlavni styk (PS), jak s nedostate¢né zndmym a provéfenym sexudlnim partnerem, tak pohlavni styk
praktikovany za Uplatu. U vyznamné ¢asti zafazenych osob se rizika kombinovala.

Vsichni zafazeni pacienti podstoupili testovani na prenosné choroby vyskytujici se v rizikovych
populacich v CR: virové hepatitidy typu A, B, C, HIV, a syfilis. Jednalo se 0 29 muz(i (58 %) a 21 Zen
(42 %). Vékovy primér celé skupiny 50 pacient(l byl 30,34 roku (median 29). Celkem 35 subjektt ze
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studijni populace (70 %) uvedlo romskou etnicitu. Z 35 romskych Gcastnikd, bylo 17 muzd (48,6 %)
a 18 (51,4 %) zen.

V rdmci prezentované pilotni studie mélo 43 (86 %) z celkem 50 vysetienych subjektd pozitivni antiHCV
protilatky. Ze vSech 35 osob z romské podskupiny bylo 32 (91,5 %) antiHCV pozitivhich. Mezi vSemi 43
antiHCV pozitivnimi pacienty bylo 35 (81,4 %) HCV RNA pozitivhich, Rom{ bylo virologicky pozitivnich
26 (81,3 %). V hodnoceném souboru nebyly u nikoho detekovany protilatky antiHIV 1, 2.

V 50 ¢lenné skupiné jsme zachytili celkem 2 HBsAg pozitivni muze. Jeden HBsAg pozitivni pacient byl
z romské podskupiny. Tento muz mél pozitivni také antiHCV protilatku i HCV RNA. Jako velmi vyznamny
vedlejsi ndlez v ramci screeningu ve studii byl prikaz 9 pripadl luetické infekce. VSechna onemocnéni
byla v romské podskupiné. Sérologické ndlezy shrnuje tabulka 8.

Z celkového poctu 43 antiHCV pozitivnich (zcelé 50 ¢lenné skupiny) bylo virologicky
vysetfeno 42 vzork(, 35 bylo HCV RNA pozitivnich (83,3 %). Negativnich bylo 7 vzorkd, jeden antiHCV
pozitivni vzorek nebyl virologicky testovan pro nedostatek materidlu na virologické vysetreni. Jiny
genotyp nez 1 nebo 3 se ve zkoumaném vzorku populace v Brné nevyskytoval. Také subtypové
zastoupeni bylo dle ocekavani: 1a, 1b a 3a.

Zkusenost z pribéhu studie ukazuje, Ze pacienti z romské komunity v Brné (stejné jako PWID v Praze a
jejim okoli) jsou naklonéni ke spolupraci pfi IéCebné preventivni péci, je-li zajisténo adekvatni
proklientsky orientované prostredi, empaticky personal a jsou respektovana specifika této minority.

anti HAV total HBsAg anti HBs anti HBc anti HCV syfilis
vsichni probandi i 19 2 23 10 43 9 0
23 39 17 22 7 36 44
N/A 8 9 10 18 0] 5 6
Romavé + 18 1 19 8 32 9 0
1 28 8 12 3 23 30
N/A 6 6 8 15 0] 3 5

Tabulka 8 Sérologické nalezy infekcénich chorob sledovanych vramci pilotni studie (pfevzato
z VECHETOVA, S., L. KREKULOVA, Z. OKTABEC a V. REHAK. Vysoka prevalence virové hepatitidy C ve
vyloucené komunité brnénskych Romu. Epidemiologie Mikrobiologie Imunologie. 2019, 68(3), 115-
121316),

Promoftenost ve vyloucené komunité brnénskych Rom je podle pilotni studie velmi vysoka. Potvrdilo
se, Ze jde o velmi ohroZenou skupinu. Séroprevalence HCV 91,4 % je alarmujici a blizi se Cislim
z nejrizikovéjsich svétovych regionl (Egypt, PWID ve vylouéenych komunitach vyspélych zemi,
apod.)’31318  pohybuje se na horni hranici literdrné udavanych vysledkd ve srovnatelnych
skupinach3'7:38 3 vyznamné prevysuje primérnou odhadovanou séroprevalenci HCV v CR*® i nage
vlastni vysledky z prazské komunity PWID°, Je v3ak obtiZné pilotni vysledky srovnavat s dostupnymi
vystupy jinych praci z CR. Z epidemiologického hlediska je velmi zajimavé vy$si zastoupeni Zen v pilotni
studii, coZ v ostatnich sledovanych PWID komunitach neni obvyklé.

Je vhodné vyzdvihnout optimistické aspekty této prace. Z celkového poctu 26 HCV RNA pozitivnich
Romd, zahdjili 4 (15,4 %) pacienti antivirotickou lé¢bu jiZ ve sledovaném studijnim obdobi v roce 2017.
V nasi skupiné do Iécby jiz béhem popisovaného obdobi nastoupil jeden muz s koinfekci HBV a HCV a
3 Zeny. PrestozZe se jednalo o malou pilotni skupinu, je 15 % klient( zafazenych do virostatické l1écby
vyznamné vice, ne? je béZné udavana , propustnost do Ié¢by” v zahraniénich studiich?°#319:320,
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10. Zavér

Habilitacni prace mapuje dlouhodoby profesni zajem autorky béhem jejiho medicinského curricula.
Béhem tfi dekad, které probéhly od objevu etiologického agens a popisu nového virového
onemocnéni, méla moznost zazit chvile radosti i zklamani pti diagnostice a zavadéni virologickych
vySetfovacich metod do bézné klinické praxe. Stanovila genotypové zastoupeni v infikované populaci
v CR a v daldich letech sledovala a dokumentovala genotypovy shift mezi PWID. Radovala se pfi
zavedeni pegylovanych interferonl do 1é¢by chronickych hepatitid. Z nelécitelné infekce se nahle stala
nemoc, kterd méla feseni, at jiz jakkoliv svizelné a pro pacienta i Iékare nesnadné. Sledovala pacienty
pfi ndro¢nych lécbach interferonem a fesila s nimi stovky rGznych komplikaci a nezadoucich ucinkd
v dUsledku téchto terapii. Spolu s nimi zazivala nadéji pti virologické odpovédi béhem lécby a nékdy
také zklamdani o rok pozdéji pfi relapsu po terapii. Program komplexni péce pro pacienty
s komorbiditou zavislosti, ktery spoluzakladala, otevrel cestu k diagnostice a |écbé HCV infekce
stovkam PWID pacientd. Z mnoha pacientl se za roky nadéji a beznadéji stalo vic nez jen anonymni
diagndzy. Tim vétsi nadsSeni v profesiondlnim Zivoté prinesla nova, zcela revolucni etapa v terapii
chronické HCV infekce, dlouho ocekavana éra pfimo plsobicich virostatik. V 1éCbé virové hepatitidy
typu C ( VHC) prinesla uspéch, komfort, bezpeci a uzdraveni.

Novéa doba pfinasi i nova Uskali. Rada pacientd ma stale mentalné propojenou lé¢bu HCV s télesnym a
dusevnim utrpenim a nechce slyset, Ze jiz jsou v terapii nové moznosti a Ié¢bu nebo opakovanou lécbu
stdle odmita. Na druhé strané efektivita a jednoduchost, s jakou je pomoci DAA dosazeno eliminace
HCV zorganizmu a Uzdravy nemocného, vedou casto u rizikové se chovajicich osob kjisté
lehkomyslnosti a ztraté obav z reinfekce. HCV infekci umime vylécit, ale neumime presvédcit pacienty,
kterym je dobfe a objektivné jesté nemaji Zzadné ptiznaky zavainého chronického onemocnéni, aby
zménili postoj ke svému zdravi a zacali se testovat a IéCit. Pfenést nadSeni, osvétu, diagnostiku a 1écbu
mezi socidlné izolované skupiny budoucich pacient(, ktefi zatim nechtéji ve svych Zivotech a
zabéhnutych stereotypech nic ménit, predstavuje novou vyzvu v souvislosti slécbou a eradikaci
chronické HCV infekce.

54



11. Vybrané komentované publikace

1. KREKULOVA, Laura, Vratislav REHAK, Nora MADRIGAL, Matthew JOHNSON, Patrick KILLORAN
a Lee W. RILEY. Genotypic and Epidemiologic Characteristics of Hepatitis C Virus Infections
among Recent Injection Drug User and Nonuser Populations. Clinical Infectious Diseases. 2001,
33(8), 1435-1438. DOI: 10.1086/323199. ISSN 1058-4838. Dostupné také z:
https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1086/323199.

2. KREKULOVA, L., V. REHAK, A. E. WAKIL, E. HARRIS a L. W. RILEY. Nested Restriction Site-Specific
PCR To Detect and Type Hepatitis C Virus (HCV): a Rapid Method To Distinguish HCV Subtype
1b from Other Genotypes. Journal of Clinical Microbiology. 2001, 39(5), 1774-1780. DOI:
10.1128/JCM.39.5.1774-1780.2001. ISSN 0095-1137. Dostupné také z
http://icm.asm.org/cgi/doi/10.1128/JCM.39.5.1774-1780.2001.

3. KREKULOVA, Laura, Vratislav REHAK a L.W. RILEY. Structure and functions of hepatitis C virus
proteins, 15 years after. Folia microbiologica. 2006, 51(6), 665-680. ISSN 0015-5632. Dostupné
také z: http://www.biomed.cas.cz/mbu/folia/.

4. KREKULOVA, Laura, V. REHAK a L. W. RILEY. Hepatitis C virus (HCV) 5'NC sequence variants and
their association with hepatitis C risk groups. Journal of Clinical Virology. 2005, 32(4), 300-304.
ISSN 1386-6532. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S138665320400246X?via%3Dihub.

5. KREKULOVA, Laura, Vratislav REHAK, Zbynék OKTABEC and Jaroslav VACEK. HCV genotype shift
occurred over the 15 years in PWIDs in the Czech Republic. Epidemiologie, mikrobiologie,
imunologie. 2019, 68(1), 3-8. ISSN 1210-7913. Available from:
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-1-20/vyvoj-v-zastoupeni-genotypu-
hcv-u-injekcnich-uzivatelu-drog-v-ceske-republice-behem-15-let-112615/download?hl=cs.

6. VECHETOVA, Sonja, Laura KREKULOVA, Zbynék OKTABEC a Vratislav REHAK. Vysoka
prevalence virové hepatitidy C ve vyloucené komunité brnénskych Romu. Epidemiologie,
mikrobiologie, imunologie. 2019, 68(3), 115-121. ISSN 1210-7913. Dostupné take z:
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-3-23/vysoka-prevalence-virove-
hepatitidy-c-ve-vyloucene-komunite-brnenskych-romu-119848

55


https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1086/323199
http://jcm.asm.org/cgi/doi/10.1128/JCM.39.5.1774-1780.2001
http://www.biomed.cas.cz/mbu/folia/I
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S138665320400246X?via%3Dihub
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-1-20/vyvoj-v-zastoupeni-genotypu-hcv-u-injekcnich-uzivatelu-drog-v-ceske-republice-behem-15-let-112615/download?hl=cs
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-1-20/vyvoj-v-zastoupeni-genotypu-hcv-u-injekcnich-uzivatelu-drog-v-ceske-republice-behem-15-let-112615/download?hl=cs
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-3-23/vysoka-prevalence-virove-hepatitidy-c-ve-vyloucene-komunite-brnenskych-romu-119848
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-3-23/vysoka-prevalence-virove-hepatitidy-c-ve-vyloucene-komunite-brnenskych-romu-119848

12. Pouzita literatura

1 CHOO, Q., G KUO, A. WEINER, L. OVERBY, D. BRADLEY a M HOUGHTON. Isolation of a cDNA clone derived from
a blood-borne non-A, non-B viral hepatitis genome. Science. 1989, 244(4902), 359-362. DOI:
10.1126/science.2523562. ISSN 0036-8075. Available from:
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.2523562

2 CADIEUX, G. and H. SACHDEVA. Toward ending hepatitis C virus infection: What are the next steps?. Canadian
Medical Association Journal. 2017, 189(16), E583-E584. DOI: 10.1503/cmaj.170274. ISSN 0820-3946. Available
from: http://www.cmaj.ca/lookup/doi/10.1503/cmaj.170274

3 COHEN, J. The Scientific Challenge of Hepatitis C. Science. 285(5424), 26-30. DOI: 10.1126/science.285.5424.26.
ISSN 00368075. Available from: http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.285.5424.26

4 Institute of Medicine. 2010. Hepatitis and Liver Cancer: A National Strategy for Prevention and Control of
Hepatitis B and C. Washington, DC: The National Academies Press. https://doi.org/10.17226/12793. Available
from: http://www.nationalacademies.org/hmd/Reports/2010/Hepatitis-and-Liver-Cancer-A-National-Strategy-
for-Prevention-and-Control-of-Hepatitis-B-and-C.aspx

5 RAZAVI, H., S. ROBBINS, S. ZEUZEM, et al. Hepatitis C virus prevalence and level of intervention required to
achieve the WHO targets for elimination in the European Union by 2030: a modelling study. 2017, 2(5), 325-336.

DOl 10.1016/52468-1253(17)30045-6. ISSN 24681253. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2468125317300456
® Know your hepatitis status — increasing access to testing for a hidden infection. World Health

Organization [online]l. WHO, 2019 [cit. 2019-08-06]. Available from: https://www.who.int/en/news-
room/feature-stories/detail/know-your-hepatitis-status-increasing-access-to-testing-for-a-hidden-infection-

" Nelson, P. K., B. M. Mathers, B. Cowie, et al. Global epidemiology of hepatitis B and hepatitis C in people who
inject drugs: results of systematic reviews. The Lancet, 2011, 378(9791), 571-583. DOI: 10.1016/S0140-
6736(11)61097-0. Available from: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673611610970

8 Hepatitis C: Key facts. World Health Organization [online]. WHO, 2019, 9 July 2019 [cit. 2019-08-06]. Available
from: https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-c

% Global Hepatitis Report, 2017. Geneva: World Health Organization, 2017. ISBN 978-92-4-156545-5. Avaliable
from: https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/255016/9789241565455-eng.pdf?sequence=1

10 polaris Observatory HCV Collaborators. Global prevalence and genotype distribution of hepatitis C virus
infection in 2015: a modelling study. Lancet Gastroenterology & Hepatology, 2017, 2, 161-176. DOI:
http://doi.org/10.1016/52468-1253(16)30181-9. Available from:
http://www.thelancet.com/journals/langas/article/P11S2468-1253(16)30181-9/fulltext

11 UNAIDS. Fact sheet - Latest statistics on the status of the AIDS epidemic. 2018. Available from:
http://www.unaids.org/sites/default/files/media_asset/UNAIDS FactSheet en.pdf. Accessed 2 July 2019.

12 Mitruka, K., T. Tsertsvadze, M. Butsashvili, et al. Launch of a Nationwide Hepatitis C Elimination Program--
Georgia, April 2015. MMWR. Morbidity and mortality weekly report, 2015, 64(28), 753—-757.

13 Bhamidimarri, K. R., S. K. Satapathy and P. Martin. Hepatitis C Virus and Liver
Transplantation. Gastroenterology & hepatology, 2017, 13(4), 214-220. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5441022/pdf/GH_13 214.pdf

14 CHOO, Q. L., K. H. RICHMAN, J. H. HAN, et al. Genetic organization and diversity of the hepatitis C
virus. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1991, 88(6), 2451-2455. DOI: 10.1073/pnas.88.6.2451.
ISSN 0027-8424. Available from: http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.88.6.2451

15 BUKH, J., R. H. PURCELL and R. H. MILLER. Importance of primer selection for the detection of hepatitis C virus
RNA with the polymerase chain reaction assay. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1992, 89(1),
187-191. DOI: 10.1073/pnas.89.1.187. ISSN 0027-8424. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.89.1.187

16 SMITH, D. B., J. MELLOR, L. M. JARVIS, F. DAVIDSON, J. KOLBERG, M. URDEA, P.-L. YAP and P. SSIMMONDS.
Variation of the hepatitis C virus 5' non-coding region: implications for secondary structure, virus detection and
typing. Journal of General Virology. 1995, 76(7), 1749-1761. DOI: 10.1099/0022-1317-76-7-1749. ISSN 0022-
1317. Available from: https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-7-
1749

56


http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.2523562
http://www.cmaj.ca/lookup/doi/10.1503/cmaj.170274
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.285.5424.26
https://doi.org/10.17226/12793
http://www.nationalacademies.org/hmd/Reports/2010/Hepatitis-and-Liver-Cancer-A-National-Strategy-for-Prevention-and-Control-of-Hepatitis-B-and-C.aspx
http://www.nationalacademies.org/hmd/Reports/2010/Hepatitis-and-Liver-Cancer-A-National-Strategy-for-Prevention-and-Control-of-Hepatitis-B-and-C.aspx
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2468125317300456
https://www.who.int/en/news-room/feature-stories/detail/know-your-hepatitis-status-increasing-access-to-testing-for-a-hidden-infection-
https://www.who.int/en/news-room/feature-stories/detail/know-your-hepatitis-status-increasing-access-to-testing-for-a-hidden-infection-
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673611610970
https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-c
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/255016/9789241565455-eng.pdf?sequence=1
http://doi.org/10.1016/S2468-1253(16)30181-9
http://www.thelancet.com/journals/langas/article/PIIS2468-1253(16)30181-9/fulltext
http://www.unaids.org/sites/default/files/media_asset/UNAIDS_FactSheet_en.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5441022/pdf/GH_13_214.pdf
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.88.6.2451
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.89.1.187
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-7-1749
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-7-1749

17 Stites, D.P. : Basic & Clinical Immunology, Appleton & Lange, 1994

18 MAJOR, M. E., B. REHERMANN and S. M. FEINSTONE. Hepatitis C viruses. FIELDS, B. N., D. M. KNIPE, P. M.
HOWLEY and D. E. GRIFFIN. Fields virology. 4th ed. Philadelphia, 2001, p. 1127-1161. ISBN 0781718325.

19 SPAHN, C. M. T. Hepatitis C Virus IRES RNA-Induced Changes in the Conformation of the 40S Ribosomal
Subunit. Science. 291(5510), 1959-1962. DOI: 10.1126/science.1058409. ISSN 00368075. Available from:
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.1058409

20 WANG, C., P. SARNOW a A. SIDDIQUI. Translation of human hepatitis C virus RNA in cultured cells is mediated
by an internal ribosome-binding mechanism. Journal of Virology. 1993, 67(6), 3338-3344. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC237677/

21 TSUKIYAMA-KOHARA, K., N. [IZUKA, M. KOHARA a A. NOMOTO. Internal ribosome entry site within hepatitis C
virus RNA. Journal of Virology. 1992, 66(3), 1476-1483. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC240872/

227EIN, N. N., Jens BUKH, Carla KUIKEN, et al. Clinical Significance of Hepatitis C Virus Genotypes: Updated criteria
and genotype assignment web resource. Clinical Microbiology Reviews. 2000, 13(2), 223-235. DOI:
10.1128/CMR.13.2.223-235.2000. ISSN 0893-8512. Available from:
http://cmr.asm.org/cgi/doi/10.1128/CMR.13.2.223-235.2000

23 BARTENSCHLAGER, R. and V. LOHMANN. Replication of hepatitis C virus. Journal of General Virology.
2000, 81(7), 1631-1648. DOI: 10.1099/0022-1317-81-7-1631. ISSN  0022-1317. Available from:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-81-7-1631

24 HONDA, M., L.-H. PING, R. C.A. RIUINBRAND, E. AMPHLETT, B. CLARKE, D. ROWLANDS and S. M. LEMON.
Structural Requirements for Initiation of Translation by Internal Ribosome Entry within Genome-Length Hepatitis
C Virus RNA. Virology. 1996, 222(1), 31-42. DOI: 10.1006/viro.1996.0395. ISSN 00426822. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682296903955

25 PESTOVA, T. V., I. N. SHATSKY, S. P. FLETCHER, R. J. JACKSON and C. U.T. HELLEN. A prokaryotic-like mode of
cytoplasmic eukaryotic ribosome binding to the initiation codon during internal translation initation of hepatitis
C and classical swine fever virus RNAs. 1998, 12(1), 67-83. DOI: 10.1101/gad.12.1.67. ISSN 0890-9369. Available
from: http://www.genesdev.org/cgi/doi/10.1101/gad.12.1.67

26 TANAKA, T., N. KATO, M. J. CHO a K. SHIMOTOHNO. A Novel Sequence Found at the 3'-Terminus of Hepatitis C
Virus Genome. Biochemical and Biophysical Research Communications. 1995,215(2), 744-749. DOI:
10.1006/bbrc.1995.2526. ISSN 0006291X. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006291X85725260

27 KOLYKHALOV, A. A., S. M. FEINSTONE a C. M. RICE. Identification of a highly conserved sequence element at
the 3' terminus of hepatitis C virus genome RNA. Journal of Virology. 1996, 70(6), 3363-3371. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC190207/pdf/703363.pdf

Y|, M., S. M. LEMON. 3' Nontranslated RNA Signals Required for Replication of Hepatitis C Virus RNA. Journal
of Virology. 2003, 77(6), 3557-3568. DOI: 10.1128/JV1.77.6.3557-3568.2003. ISSN 0022-538X. Available from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.77.6.3557-3568.2003

2 LOHMANN V., F. KORNER, U. HERIAN and R. BARTENSCHLAGER. Biochemical properties of hepatitis C virus
NS5B RNA-dependent RNA polymerase and identification of amino acid sequence motifs essential for enzymatic
activity. Journal of Virology. 1997, 71(11), 8416-8428. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC192304/pdf/718416.pdf

30 KREKULOVA, Laura a Vratislav REHAK. Virové hepatitidy: prevence, diagnostika a lécba. Vyd. 2. Praha: Triton,
2002. ISBN 80-725-4218-4.

31 KATO, N., M. HIJIKATA, Y. OOTSUYAMA, M. NAKAGAWA, S. OHKOSHI, T. SUGIMURA and K. SHIMOTOHNO.
Molecular cloning of the human hepatitis C virus genome from Japanese patients with non-A, non-B
hepatitis. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1990,87(24), 9524-9528. DOI:
10.1073/pnas.87.24.9524. ISSN 0027-8424. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.87.24.9524

320, S.-Y., F. MASIARZ, S. B. HWANG, M. M.C. LAl a J.-H. OU. Differential Subcellular Localization of Hepatitis C
Virus Core Gene Products. Virology. 1995, 213(2), 455-461. DOI: 10.1006/viro.1995.0018. ISSN 00426822.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682285700189

3 XU, Z,, ). CHOI, T.S. B. YEN, et al. Synthesis of a novel hepatitis C virus protein by ribosomal frameshift. The
EMBO Journal.20(14), 3840-3848. DOI: 10.1093/embo0j/20.14.3840. ISSN 14602075. Available from:
http://emboj.embopress.org/cgi/doi/10.1093/emboj/20.14.3840

34 CHANG, J., S. H. YANG, Y. G. CHO, S. B. HWANG, Y. S. HAHN and Y. C. SUNG. Hepatitis C virus core from two
different genotypes has an oncogenic potential but is not sufficient for transforming primary rat embryo

57


http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.1058409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC237677/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC240872/
http://cmr.asm.org/cgi/doi/10.1128/CMR.13.2.223-235.2000
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-81-7-1631
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682296903955
http://www.genesdev.org/cgi/doi/10.1101/gad.12.1.67
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006291X85725260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC190207/pdf/703363.pdf
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.77.6.3557-3568.2003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC192304/pdf/718416.pdf
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.87.24.9524
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682285700189
http://emboj.embopress.org/cgi/doi/10.1093/emboj/20.14.3840

fibroblasts in cooperation with the H-ras oncogene. Journal of virology. 1998, 72(4), 3060—3065. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC109754/pdf/iv003060.pdf

35 BUKH, J., R. H. PURCELL and R. H. MILLER. Sequence analysis of the core gene of 14 hepatitis C virus
genotypes. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1994,91(17), 8239-8243. DOIl:
10.1073/pnas.91.17.8239. ISSN 0027-8424. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.91.17.8239

36 MCLAUCHLAN, J. Properties of the hepatitis C virus core protein: a structural protein that modulates cellular
processes. Journal of Viral Hepatitis. 2000, 7(1), 2-14. DOI: 10.1046/j.1365-2893.2000.00201.x. ISSN 13520504.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-2893.2000.00201.x

37 LERAT, H., M. HONDA, M. R. BEARD, et al. Steatosis and liver cancer in transgenic mice expressing the structural
and nonstructural proteins of hepatitis C virus. Gastroenterology. 2002,122(2), 352-365. DOI:
10.1053/gast.2002.31001. ISSN 00165085. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508502734689

3% MAJEAU, N., R. FROMENTIN, C. SAVARD, M. DUVAL, M. J. TREMBLAY and D. LECLERC. Palmitoylation of
Hepatitis C Virus Core Protein Is Important for Virion Production. Journal of Biological Chemistry. 2009, 284(49),
33915-33925. DOI: 10.1074/jbc.M109.018549. ISSN 0021-9258. Available from:
http://www.ibc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M109.018549

39 JONES, D. M., A. M. ATOOM, X. ZHANG, S. KOTTILIL and R. S. RUSSELL. A Genetic Interaction between the Core
and NS3 Proteins of Hepatitis C Virus Is Essential for Production of Infectious Virus. Journal of Virology.
2011, 85(23), 12351-12361. DOI:  10.1128/JVI.05313-11. ISSN  0022-538X.  Available  from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.05313-11

40 FOKA, P., A. DIMITRIADIS, E. KYRATZOPOULOU, D. A. GIANNIMARAS, S. SARNO, G. SIMOS, U. GEORGOPOULOU
and A. MAMALAKI. A complex signaling network involving protein kinase CK2 is required for hepatitis C virus core
protein-mediated modulation of the iron-regulatory hepcidin gene expression. Cellular and Molecular Life
Sciences. 2014, 71(21), 4243-4258. DOI: 10.1007/s00018-014-1621-4. ISSN 1420-682X. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/s00018-014-1621-4

“1 PAZIENZA, V., S. CLEMENT, P. PUGNALE, S. CONZELMAN, M. FOTI, A. MANGIA and F. NEGRO. The hepatitis C
virus core protein of genotypes 3a and 1b downregulates insulin receptor substrate 1 through genotype-specific
mechanisms. Hepatology. 2007, 45(5), 1164-1171. DOI: 10.1002/hep.21634. ISSN 02709139. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.21634

42 PERSICO, M., M. CAPASSO, E. PERSICO, et al. Suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) expression and
hepatitis C virus—related chronic hepatitis: Insulin resistance and response to antiviral therapy. Hepatology.
2007, 46(4), 1009-1015. DOI: 10.1002/hep.21782. ISSN 02709139. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.21782

43 BARBA, G., F. HARPER, T. HARADA, et al. Hepatitis C virus core protein shows a cytoplasmic localization and
associates to cellular lipid storage droplets. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1997, 94(4), 1200-
1205. DOI: 10.1073/pnas.94.4.1200. ISSN 0027-8424. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.94.4.1200

44 KIM, S., T. DATE, H. YOKOKAWA, T. KONO, H. AIZAKI, P. MAUREL, C. GONDEAU and T. WAKITA. Development
of hepatitis C virus genotype 3a cell culture system. Hepatology. 2014, 60(6), 1838-1850. DOI:
10.1002/hep.27197. ISSN 0270-9139. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/hep.27197

4 ABID, K., V. PAZIENZA, A. DE GOTTARDI, et al. An in vitro model of hepatitis C virus genotype 3a-associated
triglycerides accumulation. Journal of Hepatology. 2005, 42(5), 744-751. DOI: 10.1016/j.jhep.2004.12.034. ISSN
01688278. Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827805000747

4 ELINT, M., J. M. Thomas, C. M. Maidens, C. Shotton, S. Levy, W. S. Barclay and J. A. McKeating. Functional
analysis of cell surface-expressed hepatitis C virus E2 glycoprotein. Journal of virology. 1999, 73(8), 6782—6790.
Available from: https://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC112763/

47 PILERI, P., Y. UEMATSU, S. CAMPAGNOLI, et al. Binding of Hepatitis C Virus to CD81. Science. 282(5390), 938-
941. DOI: 10.1126/science.282.5390.938. Available from:
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.282.5390.938

48 HSU, M., J. ZHANG, M. FLINT, C. LOGVINOFF, C. CHENG-MAYER, C. M. RICE a J. A. MCKEATING. Hepatitis C virus
glycoproteins mediate pH-dependent cell entry of pseudotyped retroviral particles. Proceedings of the National
Academy of Sciences. 2003, 100(12), 7271-7276. DOI: 10.1073/pnas.0832180100. ISSN 0027-8424. Available
from: http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0832180100

58


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC109754/pdf/jv003060.pdf
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.91.17.8239
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-2893.2000.00201.x
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508502734689
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M109.018549
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.05313-11
http://link.springer.com/10.1007/s00018-014-1621-4
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.21634
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.21782
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.94.4.1200
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/hep.27197
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827805000747
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC112763/
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.282.5390.938
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0832180100

4% BOULESTIN, Anne, Karine SANDRES-SAUNE, Jean-Louis PAYEN, et al. Genetic heterogeneity of the envelope 2
gene and eradication of hepatitis C virus after a second course of interferon-a. Journal of Medical Virology. 2002,
68(2), 221-228. DOI: 10.1002/jmv.10192. ISSN 01466615. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/jmv.10192

50 PAWLOTSKY, Jean-Michel. Hepatitis C virus genetic variability: pathogenic and clinical implications. Clinics in
Liver Disease. 2003, 7(1), 45-66. DOI: 10.1016/51089-3261(02)00065-X. ISSN 10893261. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S108932610200065X

51 GRIFFIN, Stephen D.C., Lucy P. BEALES, Dean S. CLARKE, et al. The p7 protein of hepatitis C virus forms an ion
channel that is blocked by the antiviral drug, Amantadine. FEBS Letters. 2003, 535(1-3), 34-38. DOI:
10.1016/50014-5793(02)03851-6. ISSN 00145793. Available from: http://doi.wiley.com/10.1016/S0014-
5793(02)03851-6

52 STEINMANN, E., F. PENIN, S. KALLIS, A. H. PATEL, R. BARTENSCHLAGER a T. PIETSCHMANN. Hepatitis C Virus p7
Protein Is Crucial for Assembly and Release of Infectious Virions. PLoS Pathogens. 2007, 3(7), 07-PLPA-RA-0033.
DOI: 10.1371/journal.ppat.0030103. ISSN 1553-7366. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.ppat.0030103

53 STGELAIS, C., T. L. FOSTER, M. VEROW, et al. Determinants of Hepatitis C Virus p7 lon Channel Function and
Drug Sensitivity Identified In Vitro. Journal of Virology. 2009, 83(16), 7970-7981. DOI: 10.1128/JV1.00521-09. ISSN
0022-538X. Available from: http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JV1.00521-09

5 SUZUKI, R., M. MATSUDA, K. WATASHI, H. AIZAKI, Y. MATSUURA, T. WAKITA, T. SUZUKI and A. SIDDIQUI. Signal
Peptidase Complex Subunit 1 Participates in the Assembly of Hepatitis C Virus through an Interaction with E2 and
NS2. PLoS Pathogens. 2013,9(8). DOIl: 10.1371/journal.ppat.1003589. ISSN 1553-7374. Available from:
http://dx.plos.org/10.1371/journal.ppat.1003589

55 GRAKOUI, A., D. W. MCCOURT, C. WYCHOWSKI, S. M. FEINSTONE a C. M. RICE. A second hepatitis C virus-
encoded proteinase. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1993, 90(22), 10583-10587. DOI:
10.1073/pnas.90.22.10583. ISSN 0027-8424. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.90.22.10583

56 HIUIKATA, M., H. MIZUSHIMA, T. AKAGI, et al. Two distinct proteinase activities required for the processing of
a putative nonstructural precursor protein of hepatitis C virus. Journal of virology. 1993, 67(8), 4665-4675.
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC237852/pdf/jvirol00029-0221.pdf

57 REED, K. E., A. GRAKOUI and C. M. RICE. Hepatitis C virus-encoded NS2-3 protease: cleavage-site mutagenesis
and requirements for bimolecular cleavage. Journal of Virology. 1995, 69(7), 4127-4136. Available from:
https://jvi.asm.org/content/69/7/4127.long

8 LORENZ, I. C., J. MARCOTRIGIANO, T. G. DENTZER and C. M. RICE. Structure of the catalytic domain of the
hepatitis C virus NS2-3 protease. Nature. 2006, 442(7104), 831-835. DOI: 10.1038/nature04975. ISSN 0028-0836.
Available from: http://www.nature.com/articles/nature04975

5 KIM, D. W., Y. GWACK, J. H. HAN and J. CHOE. C-Terminal Domain of the Hepatitis C Virus NS3 Protein Contains
an RNA Helicase Activity. Biochemical and Biophysical Research Communications. 1995, 215(1), 160-166. DOI:
10.1006/bbrc.1995.2447. ISSN 0006291X. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006291X85724473

0 GALLINARI, P., D. BRENNAN, C. NARDI, M. BRUNETTI, L. TOMEI, C. STEINKUHLER and R. DE FRANCESCO.
Multiple enzymatic activities associated with recombinant NS3 protein of hepatitis C virus. Journal of virology.
1998, 72(8), 6758—-6769. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC109884/pdf/jv006758.pdf

61 BARTENSCHLAGER, R., L. AHLBORN-LAAKE, J. MOUS and H. JACOBSEN, H. Kinetic and structural analyses of
hepatitis C virus polyprotein processing. Journal of Virology.1994, 68(8), 5045-5055. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC236447/pdf/jvirol00017-0351.pdf

62 GRAKOUI, A., D. W. MCCOURT, C., WYCHOWSKI, S. M. FEINSTONE and C. M. RICE. Characterization of the
hepatitis C virus-encoded serine proteinase: determination of proteinase-dependent polyprotein cleavage
sites. Journal of virology. 1993, 67(5), 2832-2843. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC237608/pdf/jvirol00026-0416.pdf

8 TAI, C. L., W. K. CHI, D. S. CHEN and L. H. HWANG. The helicase activity associated with hepatitis C virus
nonstructural protein 3 (NS3).Journal of Virology.1996, 70(12), 8477-8484. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC190938/pdf/708477.pdf

64 GALE, M. and E. M. FOY. Evasion of intracellular host defence by hepatitis C virus. Nature. 2005, 436(7053),
939-945. DOl 10.1038/nature04078. ISSN 0028-0836. Available from:
http://www.nature.com/articles/nature04078

59


http://doi.wiley.com/10.1002/jmv.10192
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S108932610200065X
http://doi.wiley.com/10.1016/S0014-5793(02)03851-6
http://doi.wiley.com/10.1016/S0014-5793(02)03851-6
https://dx.plos.org/10.1371/journal.ppat.0030103
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.00521-09
http://dx.plos.org/10.1371/journal.ppat.1003589
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.90.22.10583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC237852/pdf/jvirol00029-0221.pdf
https://jvi.asm.org/content/69/7/4127.long
http://www.nature.com/articles/nature04975
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006291X85724473
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC109884/pdf/jv006758.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC236447/pdf/jvirol00017-0351.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC237608/pdf/jvirol00026-0416.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC190938/pdf/708477.pdf
http://www.nature.com/articles/nature04078

5 SEREBROV, V. and A. M. PYLE. Periodic cycles of RNA unwinding and pausing by hepatitis C virus NS3
helicase. Nature. 2004, 430(6998), 476-480. DOI: 10.1038/nature02704. ISSN 0028-0836. Available from:
http://www.nature.com/articles/nature02704

8 LEVIN, M. K., M. GURJAR and S. S. PATEL. A Brownian motor mechanism of translocation and strand separation
by hepatitis C virus helicase. Nature structural & molecular biology. 2005, 12(5), 429-435. DOI:
10.1038/nsmb920. ISSN 1545-9993. Available from: http://www.nature.com/articles/nsmb920

67 DE FRANCESCO, R., A. PESSI and C. STEINKUHLER. Mechanisms of hepatitis C virus NS3 proteinase
inhibitors. Journal of Viral Hepatitis. 1999, 6(s1), 23-30. DOI: 10.1046/j.1365-2893.1999.00002.x. ISSN 1352-
0504. Available from: http://doi.wiley.com/10.1046/].1365-2893.1999.00002.x

68 DE FRANCESCO, R., L. TOMEI, S. ALTAMURA, V. SUMMA and G. MIGLIACCIO. Approaching a new era for
hepatitis C virus therapy: inhibitors of the NS3-4A serine protease and the NS5B RNA-dependent RNA
polymerase. Antiviral Research. 2003, 58(1), 1-16. DOI: 10.1016/50166-3542(03)00028-7. ISSN 01663542.
Available from: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0166354203000287

5 INGALLINELLA, P., S. ALTAMURA, E. BIANCHI, et al. Potent Peptide Inhibitors of Human Hepatitis C Virus NS3
Protease Are Obtained by Optimizing the Cleavage Products. Biochemistry. 1998, 37(25), 8906-8914. DOI:
10.1021/bi980314n. ISSN 0006-2960. Available from: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bi980314n

70 SAALAU-BETHELL, S. M, A. J. WOODHEAD, G. CHESSARI, et al. Discovery of an allosteric mechanism for the
regulation of HCV NS3 protein function. Nature Chemical Biology. 2012,8(11), 920-925. DOI:
10.1038/nchembio.1081. ISSN 1552-4450. Available from: http://www.nature.com/articles/nchembio.1081
7LKIM, J. L., K. A. MORGENSTERN, C. LIN, et al. Crystal Structure of the Hepatitis C Virus NS3 Protease Domain
Complexed with a Synthetic NS4A Cofactor Peptide. Cell. 1996, 87(2), 343-355. DOI: 10.1016/5S0092-
8674(00)81351-3. ISSN 00928674. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0092867400813513

72 TOMEI, L., C. FAILLA, R. L. VITALE, E. BIANCHI and R. DE FRANCESCO. A central hydrophobic domain of the
hepatitis C virus NS4A protein is necessary and sufficient for the activation of the NS3 protease. Journal of
General Virology. 1996, 77(5), 1065-1070. DOI: 10.1099/0022-1317-77-5-1065. ISSN 0022-1317. Available from:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-77-5-1065

73 ASABE, S. 1., Y. TANJI, S. SATOH, T. KANEKO, K. KIMURA and K. SHIMOTOHNO. The N-terminal region of hepatitis
C virus-encoded NS5A is important for NS4A-dependent phosphorylation. Journal of Virology. 1997, 71(1), 790—
796. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC191119/pdf/710790.pdf

74 LIN, C., J. W. WU, K. HSIAO and M. S. SU. The hepatitis C virus NS4A protein: interactions with the NS4B and
NS5A proteins. Journal of Virology. 1997, 71(9), 6465—6471. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC191920/pdf/716465.pdf

7S EGGER, D., B. WOLK, R. GOSERT, L. BIANCHI, H. E. BLUM, D. MORADPOUR and K. BIENZ. Expression of Hepatitis
C Virus Proteins Induces Distinct Membrane Alterations Including a Candidate Viral Replication Complex. Journal
of Virology. 2002, 76(12), 5974-5984. DOI: 10.1128/JVI.76.12.5974-5984.2002. ISSN 0022-538X. Available from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.76.12.5974-5984.2002

76 HAN, Q., D. MANNA, K. BELTON, R. COLE and K. V. KONAN. Modulation of Hepatitis C Virus Genome
Encapsidation by Nonstructural Protein 4B.Journal of Virology. 2013,87(13), 7409-7422. DOL:
10.1128/JVI1.03523-12. ISSN 0022-538X. Available from: http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JV1.03523-12
77HAN, Q., J. ALIGO, D. MANNA, et al. Conserved GXXXG- and S/T-Like Motifs in the Transmembrane Domains of
NS4B Protein Are Required for Hepatitis C Virus Replication. Journal of Virology. 2011, 85(13), 6464-6479. DOI:
10.1128/JV1.02298-10. ISSN 0022-538X. Available from: http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.02298-10

78 BRASS, V., E. BIECK, R. MONTSERRET, B. WOLK, J. A. HELLINGS, H. E. BLUM, F. PENIN and D. MORADPOUR. An
Amino-terminal Amphipathic a-Helix Mediates Membrane Association of the Hepatitis C Virus Nonstructural
Protein 5A. Journal of Biological Chemistry. 2002, 277(10), 8130-8139. DOI: 10.1074/jbc.M111289200. ISSN
0021-9258. Available from: http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M111289200

72 PENIN, F., V. BRASS, N. APPEL, et al. Structure and Function of the Membrane Anchor Domain of Hepatitis C
Virus Nonstructural Protein 5A.Journal of Biological Chemistry. 2004,279(39), 40835-40843. DOI:
10.1074/jbc.M404761200. ISSN 0021-9258. Available from:
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M404761200

80 ELAZAR, M., K. H. CHEONG, P. LIU, H. B. GREENBERG, C. M. RICE and J. S. GLENN. Amphipathic Helix-Dependent
Localization of NS5A Mediates Hepatitis C Virus RNA Replication. Journal of Virology. 2003, 77(10), 6055-6061.
DOI: 10.1128/JV1.77.10.6055-6061.2003. ISSN 0022-538X. Available from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.77.10.6055-6061.2003

60


http://www.nature.com/articles/nature02704
http://www.nature.com/articles/nsmb920
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-2893.1999.00002.x
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0166354203000287
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bi980314n
http://www.nature.com/articles/nchembio.1081
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0092867400813513
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-77-5-1065
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC191119/pdf/710790.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC191920/pdf/716465.pdf
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.76.12.5974-5984.2002
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.03523-12
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.02298-10
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M111289200
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M404761200
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.77.10.6055-6061.2003

81 TANJI, Y., T. KANEKO, S. SATOH and K. SHIMOTOHNO. Phosphorylation of hepatitis C virus-encoded
nonstructural  protein  NS5A. Journal of virology. 1995, 69(7), 3980-3986. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC189129/pdf/693980.pdf

82 REED, K. E. and C. M. RICE. Identification of the Major Phosphorylation Site of the Hepatitis C Virus H Strain
NS5A Protein as Serine 2321.Journal of Biological Chemistry. 1999, 274(39), 28011-28018. DOI:
10.1074/jbc.274.39.28011. ISSN 0021-9258. Available from:
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.274.39.28011

8 TAN, S.-L. and M. G. KATZE. How Hepatitis C Virus Counteracts the Interferon Response: The Jury Is Still out on
NS5A. Virology. 2001, 284(1), 1-12. DOI: 10.1006/viro.2001.0885. ISSN 00426822. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682201908852

84 GALE, M. J., M. J. KORTH, N. M. TANG, et al. Evidence That Hepatitis C Virus Resistance to Interferon Is Mediated
through Repression of the PKR Protein Kinase by the Nonstructural 5A Protein. Virology. 1997, 230(2), 217-227.
DOI: 10.1006/viro.1997.8493. ISSN 00426822. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682297984932

85 ENOMOTO, N., I. SAKUMA, Y. ASAHINA, et al. Comparison of full-length sequences of interferon-sensitive and
resistant hepatitis C virus 1b. Sensitivity to interferon is conferred by amino acid substitutions in the NS5A
region. Journal of Clinical Investigation. 1995, 96(1), 224-230. DOI: 10.1172/JCI118025. ISSN 0021-9738.
Available from: http://www.jci.org/articles/view/118025

8 SCHIAPPA, D. A., C. MITTAL, J. A. BROWN and B. P. MIKA. Relationship of Hepatitis C Genotype 1 NS5A
Sequence Mutations to Early Phase Viral Kinetics and Interferon Effectiveness. The Journal of Infectious Diseases.
2002, 185(7), 868-877. DOI: 10.1086/339485. ISSN 0022-1899. Available from:
https://academic.oup.com/jid/article-lookup/doi/10.1086/339485

87 MACDONALD, A., K. CROWDER, A. STREET, C. MCCORMICK and M. HARRIS. The hepatitis C virus NS5A protein
binds to members of the Src family of tyrosine kinases and regulates kinase activity. Journal of General Virology.
2004, 85(3), 721-729. DOl: 10.1099/vir.0.19691-0. ISSN 0022-1317. Available from:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.19691-0

8 LIM, P. J.,, U. CHATTERIJI, D. CORDEK, et al. Correlation between NS5A Dimerization and Hepatitis C Virus
Replication. Journal of Biological Chemistry. 2012, 287(36), 30861-30873. DOI: 10.1074/jbc.M112.376822. ISSN
0021-9258. Available from: http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M112.376822

8 TELLINGHUISEN, T. L., K. L. FOSS, J. TREADAWAY and A. GARCIA-SASTRE. Regulation of Hepatitis C Virion
Production via Phosphorylation of the NS5A Protein. PLoS Pathogens. 2008, 4(3). DOI:
10.1371/journal.ppat.1000032. ISSN 1553-7374. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.ppat.1000032

% BRESSANELLI, S., L. TOMEI, F. A. REY and R. DE FRANCESCO. Structural Analysis of the Hepatitis C Virus RNA
Polymerase in Complex with Ribonucleotides. Journal of Virology. 2002,76(7), 3482-3492. DOI:
10.1128/JV1.76.7.3482-3492.2002. ISSN 0022-538X. Available from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/IVI.76.7.3482-3492.2002

91 FERRARI, E., J. WRIGHT-MINOGUE, J. W. FANG, B. M. BAROUDY, J. Y. LAU and Z. HONG. Characterization of
soluble hepatitis C virus RNA-dependent RNA polymerase expressed in Escherichia coli. Journal of virology.
1999, 73(2), 1649-1654. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC103993/pdf/jv001649.pdf

92110, G., R. K. HAMATAKE, D. M. MATHIS, J. RACELA, K. L. RIGAT, J. LEMM and R. J. COLONNO. De Novo Initiation
of RNA Synthesis by the RNA-Dependent RNA Polymerase (NS5B) of Hepatitis C Virus. Journal of Virology.
2000, 74(2), 851-863. DOI: 10.1128/JVI.74.2.851-863.2000. ISSN  0022-538X.  Available from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JV1.74.2.851-863.2000

% SESMERO, E. and I. THORPE. Using the Hepatitis C Virus RNA-Dependent RNA Polymerase as a Model to
Understand Viral Polymerase Structure, Function and Dynamics. Viruses. 2015, 7(7), 3974-3994. DOI:
10.3390/v7072808. ISSN 1999-4915. Available from: http://www.mdpi.com/1999-4915/7/7/2808

% HELLE, F. and J. DUBUISSON. Hepatitis C virus entry into host cells. Cellular and Molecular Life Sciences.
2008, 65(1), 100-112. DOI:  10.1007/s00018-007-7291-8. ISSN  1420-682X.  Available  from:
http://link.springer.com/10.1007/s00018-007-7291-8

% BARTH, H., T. J. LIANG a T. F. BAUMERT. Hepatitis C virus entry: Molecular biology and clinical
implications. Hepatology. 2006, 44(3), 527-535. DOI: 10.1002/hep.21321. ISSN 0270-9139. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.21321

% GOFF, S. P. Retrovirus Restriction Factors. Molecular Cell. 2004, 16(6), 849-859. DOI:
10.1016/j.molcel.2004.12.001. ISSN 10972765. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1097276504007555

61


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC189129/pdf/693980.pdf
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.274.39.28011
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682201908852
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682297984932
http://www.jci.org/articles/view/118025
https://academic.oup.com/jid/article-lookup/doi/10.1086/339485
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.19691-0
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M112.376822
https://dx.plos.org/10.1371/journal.ppat.1000032
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.76.7.3482-3492.2002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC103993/pdf/jv001649.pdf
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.74.2.851-863.2000
http://www.mdpi.com/1999-4915/7/7/2808
http://link.springer.com/10.1007/s00018-007-7291-8
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.21321
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1097276504007555

97 LUBAN, J. Cyclophilin A, TRIM5, and Resistance to Human Immunodeficiency Virus Type 1 Infection. Journal of
Virology. 2007,81(3), 1054-1061. DOI: 10.1128/JVI.01519-06. ISSN 0022-538X. Available from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.01519-06

% ROCHA-PERUGINI, V., C. MONTPELLIER, D. DELGRANGE, et al. The CD81 Partner EWI-2wint Inhibits Hepatitis C
Virus Entry. PLoS ONE. 2008, 3(4). DOI: 10.1371/journal.pone.0001866. ISSN 1932-6203. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0001866

9 EL-HAGE, N. and G. LUO. Replication of hepatitis C virus RNA occurs in a membrane-bound replication complex
containing nonstructural viral proteins and RNA. Journal of General Virology. 2003, 84(10), 2761-2769. DOI:
10.1099/vir.0.19305-0. ISSN 0022-1317. Available from:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.19305-0

100 GOSERT, R., D. EGGER, V. LOHMANN, R. BARTENSCHLAGER, H. E. BLUM, K. BIENZ and D. MORADPOUR.
Identification of the Hepatitis C Virus RNA Replication Complex in Huh-7 Cells Harboring Subgenomic
Replicons. Journal of Virology. 2003, 77(9), 5487-5492. DOI: 10.1128/JV1.77.9.5487-5492.2003. ISSN 0022-538X.
Available from: http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JV1.77.9.5487-5492.2003

101 GREMION, C. and A. CERNY. Hepatitis C virus and the immune system: a concise review. Reviews in Medical
Virology. 2005, 15(4), 235-268. DOI: 10.1002/rmv.466. ISSN 1052-9276. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/rmv.466

102 THOMSON, M., M. NASCIMBENI, M. B. HAVERT, et al. The Clearance of Hepatitis C Virus Infection in
Chimpanzees May Not Necessarily Correlate with the Appearance of Acquired Immunity. Journal of Virology.
2003,77(2), 862-870. DOI: 10.1128/JVI1.77.2.862-870.2003. ISSN  0022-538X.  Available from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.77.2.862-870.2003

103 ASHFAQ, U. A., T. JAVED, S. REHMAN, Z. NAWAZ and S. RIAZUDDIN. An overview of HCV molecular biology,
replication and immune responses. Virology Journal. 2011, 8(1). DOI: 10.1186/1743-422X-8-161. ISSN 1743-
422X. Available from: https://virologyj.biomedcentral.com/articles/10.1186/1743-422X-8-161

104 ALEXOPOULOU, L., A. C. HOLT, R. MEDZHITOV and R. A. FLAVELL. Recognition of double-stranded RNA and
activation of NF-kB by Toll-like receptor 3. Nature. 2001, 413(6857), 732-738. DOI: 10.1038/35099560. ISSN
0028-0836. Available from: http://www.nature.com/articles/35099560

105 MULLER, U., U. STEINHOFF, L. REIS, S. HEMMI, J. PAVLOVIC, R. ZINKERNAGEL and M. AGUET. Functional role
of type | and type Il interferons in antiviral defense. Science. 1994, 264(5167), 1918-1921. DOI:
10.1126/science.8009221. ISSN 0036-8075. Available from:
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.8009221

106 REHAK V. , L. KREKULOVA. Pegylované interferony — budouci standard v 1é&bé chronickych virovych hepatitid.
Trendy v mediciné — zvlastni vyddni. 1998, 4, 1-20 . ISSN: 1212-9046.

107 CHA, T. A., E. BEALL, B. IRVINE, J. KOLBERG, D. CHIEN, G. KUO and M. S. URDEA. At least five related, but
distinct, hepatitis C viral genotypes exist. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1992, 89(15), 7144-
7148. DOI: 10.1073/pnas.89.15.7144. ISSN 0027-8424. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.89.15.7144

108 CHAN, S.-W., F. McOMISH, E. C. HOLMES, B. DOW, J. F. PEUTHERER, E. FOLLETT, P. L. YAP and P. SIMMONDS.
Analysis of a new hepatitis C virus type and its phylogenetic relationship to existing variants. Journal of General
Virology. 1992, 73(5), 1131-1141. DOI: 10.1099/0022-1317-73-5-1131. ISSN 0022-1317. Available from:
http://jgv.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-73-5-1131

109 pOLYAK, S. J., S. MCARDLE, S. L. LIU, et al. Evolution of hepatitis C virus quasispecies in hypervariable region 1
and the putative interferon sensitivity-determining region during interferon therapy and natural
infection. Journal of Virology. 1998, 72(5), 4288-4296. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC109659/

110 POWER, J. P., E. LAWLOR, F. DAVIDSON, E. C. HOLMES, P. L. YAP and P. SIMMONDS. Molecular epidemiology
of an outbreak of infection with hepatitis C virus in recipients of anti-D immunoglobulin. The Lancet.
1995, 345(8959), 1211-1213. DOI: 10.1016/50140-6736(95)91993-7. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673695919937

11 POWER, J. P., ELAWLOR, F. DAVIDSON, P. L. YAP, E. KENNY-WALSH, M. J. WHELTON and T. J. WALSH. Hepatitis
C viraemia in recipients of Irish intravenous anti-D immunoglobulin. The Lancet. 1994, 344(8930), 1166-1167.
DOI: 10.1016/50140-6736(94)90679-3. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673694906793

112 MELLOR, J., E. C. HOLMES, L. M. JARVIS, P. L. YAP and P. SIMMONDS. Investigation of the pattern of hepatitis
C virus sequence diversity in different geographical regions: implications for virus classification. Journal of
General Virology. 1995, 76(10), 2493-2507. DOI: 10.1099/0022-1317-76-10-2493. ISSN 0022-1317. Available
from: https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-10-2493

62


http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.01519-06
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0001866
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.19305-0
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.77.9.5487-5492.2003
http://doi.wiley.com/10.1002/rmv.466
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.77.2.862-870.2003
https://virologyj.biomedcentral.com/articles/10.1186/1743-422X-8-161
http://www.nature.com/articles/35099560
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.8009221
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.89.15.7144
http://jgv.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-73-5-1131
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC109659/
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673695919937
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673694906793
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-10-2493

113 SIMMONDS, P. Viral heterogeneity of the hepatitis C virus. Journal of Hepatology. 1999, 31, 54-60. DOI:
10.1016/50168-8278(99)80375-4. ISSN 01688278. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827899803754

114 SIMMONDS, P., E. C. HOLMES, T. A. CHA, et al. Classification of hepatitis C virus into six major genotypes and
a series of subtypes by phylogenetic analysis of the NS-5 region. Journal of General Virology. 1993, 74(11), 2391-
2399. DOI: 10.1099/0022-1317-74-11-2391. ISSN 0022-1317. Available from:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-74-11-2391

115 OKAMOTO, H., S. KOBATA, H. TOKITA, et al. A second-generation method of genotyping hepatitis C virus by
the polymerase chain reaction with sense and antisense primers deduced from the core gene. Journal of
Virological Methods. 1996, 57(1), 31-45. DOI: 10.1016/0166-0934(95)01960-X. ISSN 01660934. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/016609349501960X

116 OKAMOTO, H., Y. SUGIYAMA, S. OKADA, et al. Typing hepatitis C virus by polymerase chain reaction with type-
specific primers: application to clinical surveys and tracing infectious sources. Journal of General Virology.
1992, 73(3), 673-679. DOI: 10.1099/0022-1317-73-3-673. ISSN 0022-1317. Available from:
http://jgv.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-73-3-673

7SIMMONDS, P., F. MCOMISH, P. L. YAP, S.-W. CHAN, C. K. LIN, G. DUSHEIKO, A. A. SAEED and E. C. HOLMES.
Sequence variability in the 5' non-coding region of hepatitis C virus: identification of a new virus type and
restrictions on sequence diversity. Journal of General Virology. 1993, 74(4), 661-668. DOI: 10.1099/0022-1317-
74-4-661. ISSN 0022-1317. Available from:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-74-4-661

118 SIMMONDS, P., A. ALBERTI, H. J. ALTER, et al. A proposed system for the nomenclature of hepatitis C viral
genotypes. Hepatology. 1994, 19(5), 1321-1324. DOI: 10.1002/hep.1840190538. ISSN 02709139. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.1840190538

119 MORI, Shigehisa, N. KATO, A. YAGYU, et al. A new type of hepatitis C virus in patients in Thailand. Biochemical
and Biophysical Research Communications. 1992, 183(1), 334-342. DOI: 10.1016/0006-291X(92)91648-A. ISSN
0006291X. Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0006291X9291648A

120 SIMMONDS, P., J. BUKH, C. COMBET, et al. Consensus proposals for a unified system of nomenclature of
hepatitis C virus genotypes. Hepatology. 2005, 42(4), 962-973. DOI: 10.1002/hep.20819. ISSN 0270-9139.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.20819

121 SMITH, D. B., J. BUKH, C. KUIKEN, et al. Expanded classification of hepatitis C virus into 7 genotypes and 67
subtypes: Updated criteria and genotype assignment web resource. Hepatology. 2014, 59(1), 318-327. DOI:
10.1002/hep.26744. ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.26744

12 TAMURA, K., D. PETERSON, N. PETERSON, G. STECHER, M. NEl and S. KUMAR. MEGAS: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis Using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony
Methods. Molecular Biology and Evolution. 2011, 28(10), 2731-2739. DOI: 10.1093/molbev/msr121. ISSN 0737-
4038. Available from: https://academic.oup.com/mbe/article-lookup/doi/10.1093/molbev/msr121

123 ALTER, M. J. Prevention of spread of hepatitis C.Hepatology. 2002,36(5B), s$93-s98. DOI:
10.1053/jhep.2002.36389. ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1053/jhep.2002.36389

124 ESTEBAN, J. I., S. SAULEDA and J. QUER. The changing epidemiology of hepatitis C virus infection in
Europe. Journal of Hepatology. 2008, 48(1), 148-162. DOI: 10.1016/j.jhep.2007.07.033. ISSN 01688278. Available
from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827807005739

125 WHO, Global database on blood safety, 2004-2005 and GDBS 2008. [cit. 13-06-2019] Available from:
https://www.who.int/bloodsafety/global _database/GDBSReport2004-2005.pdf.

126 ALTER, H. J. and M. HOUGHTON. Clinical Medical Research Award. Hepatitis C Virus and eliminating post-
transfusion hepatitis. Nature Medicine. 2000, 6(10), 1082-1086. DOI: 10.1038/80394. ISSN 1078-8956. Available
from: http://www.nature.com/articles/nm1000 1082

12711Mm, J. K., S. L. FLAMM, S. SINGH, et al. American Gastroenterological Association Institute Guideline on the
Role of Elastography in the Evaluation of Liver Fibrosis. Gastroenterology [online]. 2017, 152(6), 1536-1543. DOI:
10.1053/j.gastro.2017.03.017. ISSN 00165085. Available
from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508517303268

128 WHO. Global surveillance and control of hepatitis C: Report of WHO consultation organized in collaboration
with the Viral Hepatitis Pravention Board, Antwerp, Belgium. Journal of Viral Hepatitis. 1999, 6(1), 35-47. DOI:
10.1046/j.1365-2893.1999.6120139.x. ISSN 1352-0504. Available from: http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-
2893.1999.6120139.x

129 Guidelines for the screening, care and treatment of persons with hepatitis C infection, April 2014. Geneva:
World Health Organization, 2014. ISBN 978-92-4-154875-5. Avaliable from:
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/111747/9789241548755 eng.pdf?sequence=1

63


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827899803754
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-74-11-2391
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/016609349501960X
http://jgv.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-73-3-673
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-74-4-661
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.1840190538
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0006291X9291648A
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.20819
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.26744
https://academic.oup.com/mbe/article-lookup/doi/10.1093/molbev/msr121
http://doi.wiley.com/10.1053/jhep.2002.36389
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827807005739
https://www.who.int/bloodsafety/global_database/GDBSReport2004-2005.pdf
http://www.nature.com/articles/nm1000_1082
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508517303268
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-2893.1999.6120139.x
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-2893.1999.6120139.x
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/111747/9789241548755_eng.pdf?sequence=1

130 BRUGGMANN, P., T. BERG, A. L. H. @VREHUS, et al. Historical epidemiology of hepatitis C virus (HCV) in
selected countries. Journal of Viral Hepatitis. 2014, 21(Suppl. 1), 5-33. DOI: 10.1111/jvh.12247. ISSN 13520504.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12247

131 SARASWAT, V., S. NORRIS, R. J. DE KNEGT, et al. Historical epidemiology of hepatitis C virus (HCV) in select
countries - volume 2. Journal of Viral Hepatitis. 2015, 22 (Suppl. 1), 6-25. DOI: 10.1111/jvh.12350. ISSN 13520504.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12350

1321 |AKINA, V., S. HAMID, J. TANAKA, et al. Historical epidemiology of hepatitis C virus (HCV) in select countries -
volume 3. Journal of Viral Hepatitis. 2015, 22(Suppl. 4), 4-20. DOI: 10.1111/jvh.12475. ISSN 13520504. Available
from: http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12475

133 BUCKLEY, Gillian J. a Brian L. STROM. Eliminating the public health problem of hepatitis B and C in the United
States: phase one report. Washington, DC: the National Academies Press, [2016]. ISBN 03-094-3799-7.

134 ZIBELL, J. E., IGBAL, K. and R. C. PATEL. Increases in hepatitis C virus infection related to injection drug use
among persons aged <30 years - Kentucky, Tennessee, Virginia, and West Virginia, 2006-2012. MMWR. Morbidity
and mortality weekly report. 2015, 64(17), 453-458.

135 SURYAPRASAD, A. G., J. Z. WHITE, F. XU, et al. Emerging Epidemic of Hepatitis C Virus Infections Among Young
Nonurban Persons Who Inject Drugs in the United States, 2006—2012. Clinical Infectious Diseases. 2014, 59(10),
1411-1419. DOI: 10.1093/cid/ciu643. ISSN 1058-4838. Available from: https://academic.oup.com/cid/article-
lookup/doi/10.1093/cid/ciu643

136 Guidelines for the screening care and treatment of persons with chronic hepatitis C infection. Updated
version, April 2016. Geneva: World Health Organization, 2016. ISBN 978-92-4-154961-5. Available from:
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/205035/9789241549615 eng.pdf?sequence=1

137 STANAWAY, Jeffrey D, Abraham D FLAXMAN, Mohsen NAGHAVI, et al. The global burden of viral hepatitis
from 1990 to 2013: findings from the Global Burden of Disease Study 2013. The Lancet. 2016, 388(10049). DOI:
10.1016/S0140-6736(16)30579-7. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673616305797

138 RAZAVI, Homie, Antoine C. ELKHOURY, Elamin ELBASHA, Chris ESTES, Ken PASINI, Thierry POYNARD a Ritesh
KUMAR. Chronic hepatitis C virus (HCV) disease burden and cost in the United States. Hepatology. 2013, 57(6),
2164-2170. DOI: 10.1002/hep.26218. ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.26218
139 MCCAW, R., L. MOAVEN, S. A. LOCARNINI and D. S. BOWDEN. Hepatitis C virus genotypes in Australia. Journal
of Viral Hepatitis. 1997, 4(5), 351-357. DOI: 10.1046/].1365-2893.1997.00060.x. ISSN 1352-0504. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-2893.1997.00060.x

140 MCOMISH, F., P. L. YAP, B. C. DOW, et al. Geographical distribution of hepatitis C virus genotypes in blood
donors: an international collaborative survey. Journal of clinical microbiology, 1994, 32(4), 884—892. Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC263157/pdf/icm00004-0040.pdf

141 MELLOR, J., E. C. HOLMES, L. M. JARVIS, P. L. YAP and P. SIMMONDS. Investigation of the pattern of hepatitis
C virus sequence diversity in different geographical regions: implications for virus classification. Journal of
General Virology. 1995, 76(10), 2493-2507. DOI: 10.1099/0022-1317-76-10-2493. ISSN 0022-1317. Available
from: https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-10-2493

142 MANSELL, C. and S. LOCARNINI. Epidemiology of Hepatitis C in the East. Seminars in Liver Disease.
1995, 15(01), 15-32. DOI: 10.1055/s-2007-1007260. ISSN 0272-8087. Available from: http://www.thieme-
connect.de/DOI/DOI?10.1055/s-2007-1007260

143 PISTELLO, M., F. MAGGI, L. VATTERONI, et al. Prevalence of hepatitis C virus genotypes in Italy. Journal of
clinical microbiology, 1994, 32(1), 232-234. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC263005/pdf/jcm00001-0254.pdf

144 SEME, K., M. POLJAK, G. LESNICAR, V. BRINOVEC, S. STEPEC and S. KOREN. Distribution of hepatitis C virus
genotypes in Slovenia. Scandinavian Journal of Infectious Diseases, 1997, 29(1), 29-31.

145 SIMMONDS, P., J. MELLOR, A. CRAXI, et al. Epidemiological, clinical and therapeutic associations of hepatitis
C types in western European patients. Journal of Hepatology. 1996, 24(5), 517-524. DOI: 10.1016/5S0168-
8278(96)80135-8. ISSN 01688278. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827896801358

146 CROFTS, N., J. L. HOPPER, R. MILNER, A. M. BRESCHKIN, D. S. BOWDEN and S. A. LOCARNINI. Blood-borne virus
infections among Australian injecting drug users: Implications for spread of HIV. European Journal of
Epidemiology. 1994, 10(6), 687-694. DOI: 10.1007/BF01719282. ISSN 0392-2990. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/BF01719282

147 MOAVEN, L. D., N. CROFTS, R. MCCAW and D. S. BOWDEN. The changing prevalence of hepatitis C virus types
in injecting drug users between 1971 and 1994 (letter). The Medical Journal of Australia. 1996, 165(4), 233.

64


http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12247
http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12350
http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12475
https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1093/cid/ciu643
https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1093/cid/ciu643
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/205035/9789241549615_eng.pdf?sequence=1
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673616305797
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.26218
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-2893.1997.00060.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC263157/pdf/jcm00004-0040.pdf
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-10-2493
http://www.thieme-connect.de/DOI/DOI?10.1055/s-2007-1007260
http://www.thieme-connect.de/DOI/DOI?10.1055/s-2007-1007260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC263005/pdf/jcm00001-0254.pdf
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827896801358
http://link.springer.com/10.1007/BF01719282

148 ROSEN, H. R., S. CHOU, A. W. SASAKI and D. R. GRETCH. Molecular Epidemiology of Hepatitis C Infection in
U.S. Veteran Liver Transplant Recipients: Evidence for Decreasing Relative Prevalence of Genotype 1B. American
Journal of Gastroenterology. 1999, 94(10), 3015-3019. DOI: 10.1111/j.1572-0241.1999.01456.x. ISSN 0002-9270.
Available from: http://Insights.ovid.com/crossref?an=00000434-199910000-00047

149 ABDULKARIM, A. S., K. L. KRAINIK, M. TOUROGMAN, et al. Hepatitis C virus genotypes and hepatitis G virus in
hemodialysis patients from Syria: identification of two novel hepatitis C virus subtypes. The American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene. 1998, 59(4), 571-576. DOI: 10.4269/ajtmh.1998.59.571. ISSN 0002-9637.
Available from: http://www.ajtmh.org/content/journals/10.4269/ajtmh.1998.59.571

150 MAHANEY, K., V. TEDESCHI, G. MAERTENS, A. M. DI BISCEGLIE, J. VERGALLA, J. H. HOOFNAGLE and R. SALLIE.
Genotypic analysis of hepatitis C virus in American patients. Hepatology. 1994, 20(6), 1405-1411. DOI:
10.1002/hep.1840200605. ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.1840200605

151 TAKADA, N., S. TAKASE, A. TAKADA and T. DATE. Differences in the hepatitis C virus genotypes in different
countries. Journal of Hepatology. 1993, 17(3), 277-283. DOI: 10.1016/50168-8278(05)80205-3. ISSN 01688278.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827805802053

152 ZEIN, N. N., J. RAKELA, J. J. POTERUCHA, J. L. STEERS, R. H. WIESNER and D. H. PERSING. Hepatitis C genotypes
in liver transplant recipients: Distribution and 1-year follow-up. Liver Transplantation and Surgery. 1995, 1(6),
354-357. DOI: 10.1002/1t.500010603. ISSN 10743022. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/1t.500010603

153 PAWLOTSKY, J.-M., L. TSAKIRIS, F. ROUDOT-THORAVAL, C. PELLET, L. STUYVER, J. DUVAL and D. DHUMEAUX.
Relationship between Hepatitis C Virus Genotypes and Sources of Infection in Patients with Chronic Hepatitis
C. Journal of Infectious Diseases. 1995, 171(6), 1607-1610. DOI: 10.1093/infdis/171.6.1607. ISSN 0022-1899.
Available from: https://academic.oup.com/jid/article-lookup/doi/10.1093/infdis/171.6.1607

154 WOODFIELD, D. G., M. HARNESS, K. RIX-TROTT, F. TSUDA, H. OKAMOTO and M. MAYUMI. Identification and
genotyping of hepatitis C virus in injectable and oral drug users in New Zealand. Australian and New Zealand
Journal of Medicine. 1994, 24(1), 47-50. DOI: 10.1111/j.1445-5994.1994.tb04425.x. ISSN 00048291. Available
from: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1445-5994.1994.tb04425.x

155 NEMECEK, V., J. CASTKOVA, P. FRITZ, A. LINHARTOVA, E. SVANDOVA E, H. SRAMOVA and B. KRIZ. The 2001
serological survey in the Czech Republic-viral hepatitis. Cent Eur J Public Health, 2003, 11, suppl.: S54-61.

156 HORAK, J. a J. STRITEZKY. Chronické hepatitidy. Praha: Grada, 1999. ISBN 80-716-9775-3.

157 HUSA, P. Lééba virovych hepatitid. Praha: Triton, 2000. Levou zadni. ISBN 80-725-4157-9.

158 MRAVCIK, V., P. CHOMYNOVA, K. GROHMANNOVA, et al. Viyroéni zprdva o stavu ve vécech drog pro Evropské
monitorovaci stfedisko pro drogy a drogové zdvislosti: Ceskd republika. Praha: U¥ad vlady CR, 2017. ISBN 978-80-
7440-219-7.

159 ZABRANSKY, T., V. MRAVCIK, B. KORCISOVA and V. REHAK. Hepatitis C Virus Infection among Injecting Drug
Users in the Czech Republic — Prevalence and Associated Factors. European Addiction Research. 2006, 12(3), 151-
160. DOI: 10.1159/000092117. ISSN 1022-6877. Available from: https://www.karger.com/Article/FullText/92117
160 KREKULOVA, L., V. REHAK, Z. OKTABEC and J. VACEK. HCV Genotype Shift Occurred Over the 15 years in PWIDs
in the Czech Republic. Epidemiologie Mikrobiologie Imunologie. 2019, 68(1), 3-8. Available from:
https://www.prolekare.cz/en/journals/epidemiology-microbiology-immunology/2019-1-20/hcv-genotype-shift-
occurred-over-the-15-years-in-pwids-in-the-czech-republic-112615

161 MRAVCIK, V., P. CHOMYNOVA, K. GROHMANNOVA, et al. Vyroéni zprdva o stavu ve vécech drog v Ceské
republice v roce 2018. Praha: Utad vlady CR, 2019. ISBN 978-80-7440-237-1

182 \MRAVCIK, V. a SEBAKOVA, H. Vyskyt virovych hepatitid typu B a C u injekénich uZivateld drog v okrese
Karvina. Adiktologie, 2002, 2(2), 19-27.

183 MRAVCIK, V., ed. Vyskyt VHC u injekénich uZivateld drog: Vysledky studie provddéné mezi klienty
nizkoprahovych zafizeni v letech 2002-2005 [online]. Praha: Utad vlady Ceské republiky, 2009 [cit. 2020-01-27].
ISBN 9788074400032. Dostupné z: https://www.drogy-
info.cz/data/download/91330/393423/file/5 Vyskyt VHC u injekcnich uzivatelu drog ePubl.pdf

164 Ndrodni monitorovaci stiedisko pro drogy a zavislosti. Eliminace virové hepatitidy typu C mezi uZivateli drog v
Ceské republice: vychodiska a akéni pldn na obdobi 2019-2021. Praha: Narodni monitorovaci stfedisko pro drogy
a zavislosti, 2019.

165 Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou zavislost. Evropskd zprdva o drogdch 2018: Trendy
avyvoj. Lucemburk: Ufad pro publikace Evropské unie, 2018. ISBN 978-92-9497-273-6. Dostupné z:
http://www.emcdda.europa.eu/system/files/publications/8585/20181816 TDAT18001CSN PDF.pdf

166 URBANEK, Petr. Hepatitida C. Praha: Mlada fronta, 2017. Edice postgradudlni mediciny. ISBN 978-80-204-
4410-3.

65


http://insights.ovid.com/crossref?an=00000434-199910000-00047
http://www.ajtmh.org/content/journals/10.4269/ajtmh.1998.59.571
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.1840200605
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827805802053
http://doi.wiley.com/10.1002/lt.500010603
https://academic.oup.com/jid/article-lookup/doi/10.1093/infdis/171.6.1607
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1445-5994.1994.tb04425.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Linhartov%C3%A1%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15080261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Svandov%C3%A1%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15080261
https://www.karger.com/Article/FullText/92117
https://www.prolekare.cz/en/journals/epidemiology-microbiology-immunology/2019-1-20/hcv-genotype-shift-occurred-over-the-15-years-in-pwids-in-the-czech-republic-112615
https://www.prolekare.cz/en/journals/epidemiology-microbiology-immunology/2019-1-20/hcv-genotype-shift-occurred-over-the-15-years-in-pwids-in-the-czech-republic-112615
https://www.drogy-info.cz/data/download/91330/393423/file/5_Vyskyt_VHC_u_injekcnich_uzivatelu_drog_ePubl.pdf
https://www.drogy-info.cz/data/download/91330/393423/file/5_Vyskyt_VHC_u_injekcnich_uzivatelu_drog_ePubl.pdf
http://www.emcdda.europa.eu/system/files/publications/8585/20181816_TDAT18001CSN_PDF.pdf

167 GE, D., J. FELLAY, A. J. THOMPSON, et al. Genetic variation in IL28B predicts hepatitis C treatment-induced
viral clearance. Nature. 2009, 461(7262), 399-401. DOI: 10.1038/nature08309. ISSN 0028-0836. Available from:
http://www.nature.com/articles/nature08309
168 THOMAS, D. L., C. L. THIO, M. P. MARTIN, et al. Genetic variation in IL28B and spontaneous clearance of
hepatitis C virus. Nature. 2009, 461(7265), 798-801. DOI: 10.1038/nature08463. ISSN 0028-0836. Available from:
http://www.nature.com/articles/nature08463
169 TILLMANN, Hans L., Alex J. THOMPSON, Keyur PATEL, et al. A Polymorphism Near IL28B Is Associated With
Spontaneous Clearance of Acute Hepatitis C Virus and Jaundice. Gastroenterology. 2010, 139(5), 1586-1592.e1.
DOI: 10.1053/j.gastro.2010.07.005. ISSN 00165085. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508510010474
170 EARCI, Patrizia, Atsushi SHIMODA, Alessandra COIANA, et al. The Outcome of Acute Hepatitis C Predicted by
the Evolution of the Viral Quasispecies. Science. 288(5464), 339-344. DOI: 10.1126/science.288.5464.339. ISSN
00368075. Available from: http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.288.5464.339
171 NOUREDDIN, M., E. C. WRIGHT, H. J. ALTER, et al. Association of IL28B genotype with fibrosis progression and
clinical outcomes in patients with chronic hepatitis C: A longitudinal analysis. Hepatology. 2013, 58(5), 1548-
1557. DOI: 10.1002/hep.26506. ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.26506
172 7EIN, N. N., J. J. POTERUCHA, J. B. GROSS, et al. Increased risk of hepatocellular carcinoma in patients infected
with hepatitis C genotype 1b. The American Journal of Gastroenterology.1996. 91(12), 2560-2562.
173 DAVIS, G. L. and J. Y. LAU. Factors predictive of a beneficial response to therapy of hepatitis C. Hepatology.
1997, 26(S3), 122S-127S. DOI: 10.1002/hep.510260721. ISSN 0270-9139. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.510260721
174 NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE PANEL. National Institutes of
Health Consensus Development Conference Panel statement: Management of hepatitis C. Hepatology.
1997, 26(S3), 2S-10S. DOI: 10.1002/hep.510260701. ISSN 0270-9139. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.510260701
175 KANAI, K., M. KAKO, T. KUMADA, et al. High-dose (9 MU) long-term (60 weeks) alfa-interferon therapy for
chronic hepatitis patients infected with HCV genotype 1b. Archives of Virology. 1998, 143(8), 1545-1554. DOI:
10.1007/s007050050397. ISSN 0304-8608. Available from: http://link.springer.com/10.1007/s007050050397
176 pOzZATO, G., M. MORETTI, L. S. CROCE, et al. Interferon therapy in chronic hepatitis C virus: Evidence of
different outcome with respect to different viral strains. Journal of Medical Virology. 1995, 45(4), 445-450. DOI:
10.1002/jmv.1890450416. ISSN 01466615. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/jmv.1890450416
177 VEZZOLI, M., S. GIROLA, G. FOSSATI, |. MAZZUCCHELLI, D. GRITTI and A. MAZZONE.. Beta-interferon therapy
of chronic hepatitis HCV+, 1b genotype. Recenti progressi in medicina. 1998, 89(5), 235-240.
178 7ZEIN, N. N., J. RAKELA, E. L. KRAWITT, K. R. REDDY, T. TOMINAGA and D. H. PERSING. Hepatitis C Virus
Genotypes in the United States: Epidemiology, Pathogenicity, and Response to Interferon Therapy. Annals of
Internal Medicine. 1996, 125(8). DOI: 10.7326/0003-4819-125-8-199610150-00002. ISSN 0003-4819. Available
from: http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/0003-4819-125-8-199610150-00002
179 MURASE, J., S. KUBO, S. NISHIGUCHI, K. HIROHASHI, T. SHUTO, T. IKEBE and H. KINOSHITA. Correlation of
Clinicopathologic Features of Resected Hepatocellular Carcinoma with Hepatitis C Virus Genotype. Japanese
Journal of Cancer Research. 1999, 90(12), 1293-1300. DOI: 10.1111/j.1349-7006.1999.tb00711.x. ISSN 09105050.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1349-7006.1999.tb00711.x
180 standardni diagnosticky a terapeuticky postup chronické infekce virem hepatitidy C (HCV). Ceskd
hepatologickd spolecnost: Ceské lékar'ské spolec¢nosti Jana Evangelisty Purkyné [online]. 2019 [cit. 2020-01-13].
Dostupné z: https://www.ces-hep.cz/file/596/2018-guidelines-hcv-chssil-1.pdf
181 Management of Acute HCV Infection | HCV Guidance. HCV Guidance: Recommendations for Testing,
Managing, and Treating Hepatitis Clonline]. AASLD, 2019 [cit. 2020-01-12]. Available from:
https://www.hcvguidelines.org/unique-populations/acute-infection
182 MARTINOT-PEIGNOUX, M., C. STERN, S. MAYLIN, et al. Twelve weeks posttreatment follow-up is as relevant
as 24 weeks to determine the sustained virologic response in patients with hepatitis C virus receiving pegylated
interferon and ribavirin. Hepatology. 2010, 51(4), 1122-1126. DOI: 10.1002/hep.23444. ISSN 02709139.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.23444
183 MAVYLIN, S., M. MARTINOT-PEIGNOUX, R. MOUCARI, et al. Eradication of Hepatitis C Virus in Patients
Successfully Treated for Chronic Hepatitis C. Gastroenterology. 2008, 135(3), 821-829. DOI:
10.1053/j.gastro.2008.05.044. ISSN 00165085. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508508008652
184 SIMMONS, B., J. SALEEM, A. HILL, R. D. RILEY and G. S. COOKE. Risk of Late Relapse or Reinfection With
Hepatitis C Virus After Achieving a Sustained Virological Response: A Systematic Review and Meta-
66



http://www.nature.com/articles/nature08309
http://www.nature.com/articles/nature08463
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508510010474
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.288.5464.339
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.26506
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.510260721
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.510260701
http://link.springer.com/10.1007/s007050050397
http://doi.wiley.com/10.1002/jmv.1890450416
http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/0003-4819-125-8-199610150-00002
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1349-7006.1999.tb00711.x
https://www.ces-hep.cz/file/596/2018-guidelines-hcv-chssil-1.pdf
https://www.hcvguidelines.org/unique-populations/acute-infection
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.23444
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508508008652

analysis. Clinical Infectious Diseases. 2016, 62(6), 683-694. DOI: 10.1093/cid/civ948. ISSN 1058-4838. Available
from: https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1093/cid/civ948

185 AFDHAL, N., G. T. EVERSON, J. L. CALLEJA, et al. Effect of viral suppression on hepatic venous pressure gradient
in hepatitis C with cirrhosis and portal hypertension. Journal of Viral Hepatitis. 2017, 24(10), 823-831. DOI:
10.1111/jvh.12706. ISSN 13520504. Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12706

186 KIM, R. W., A. MANNALITHARA, H. LEE, A. OSINUSI, R. E. A. SCHALL and D. M. BRAINARD. Survival benefit of
direct acting antiviral therapy in patients with decompensated cirrhosis. Hepatology. 2017, 66, LB27.

187 GREENBERG, H. B., R. B. POLLARD, L. I. LUTWICK, P. B. GREGORY, W. S. ROBINSON and T. C. MERIGAN. Effect
of Human Leukocyte Interferon on Hepatitis B Virus Infection in Patients with Chronic Active Hepatitis. New
England Journal of Medicine. 1976, 295(10), 517-522. DOI: 10.1056/NEJM197609022951001. ISSN 0028-4793.
Available from: http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM197609022951001

188 HOOFNAGLE, J. H., K. D. MULLEN, D. B. JONES, et al. Treatment of Chronic Non-A, Non-B Hepatitis with
Recombinant Human Alpha Interferon: A preliminary report. New England Journal of Medicine. 1986, 315(25),
1575-1578. DOI: 10.1056/NEJM198612183152503. ISSN 0028-4793. Available from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM198612183152503

189 DORR, Robert T. Interferon-alpha in Malignant and Viral Diseases. Drugs. 1993, 45(2), 177-211. DOI:
10.2165/00003495-199345020-00003. ISSN 0012-6667. Available from:
http://link.springer.com/10.2165/00003495-199345020-00003

190 SOLINAS, A., P. COSSU, P. PODDIGHE, A. TOCCO, A. DEPLANO, G. GARRUCCIU a M. S. A. DIANA. Changes of
serum 2‘,5’-oligoadenylate synthetase activity during interferon treatment of chronic hepatitis C. Liver.
1993, 13(5), 253-258. DOI: 10.1111/j.1600-0676.1993.tb00640.x. ISSN 01069543. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1600-0676.1993.tb00640.x

191 POYNARD, T., P. MARCELLIN, S. S. LEE, et al. Randomised trial of interferon a2b plus ribavirin for 48 weeks or
for 24 weeks versus interferon a2b plus placebo for 48 weeks for treatment of chronic infection with hepatitis C
virus. The Lancet. 1998, 352(9138), 1426-1432. DOI: 10.1016/50140-6736(98)07124-4. ISSN 01406736. Available
from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673698071244

192 HELCL, J. Chronické hepatitidy v ordinaci praktického lékafe: [zdsady diagnostiky a léEby chronickych
hepatitid]. Praha: Maxdorf, 1997. ISBN 80-858-0064-0.

193 TESTONI, B., M. LEVRERO and D. DURANTEL. Mechanism of action of ribavirin in anti-HCV regimens: new
insights for an age-old question? Gut. 2013, 63(1), 3-4. DOI: 10.1136/gutjnl-2013-304528. ISSN 0017-5749.
Available from: http://gut.bmj.com/lookup/doi/10.1136/gutinl-2013-304528

134 MICHUTCHISON, J. G., S. C. GORDON, E. R. SCHIFF, et al. Interferon Alfa-2b Alone or in Combination with
Ribavirin as Initial Treatment for Chronic Hepatitis C. New England Journal of Medicine. 1998, 339(21), 1485-
1492. DOLl: 10.1056/NEJM199811193392101. ISSN 0028-4793. Available from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM199811193392101

195 GLUE, P., J. W. FANG, R. ROUZIER-PANIS, C. RAFFANEL, R. SABO, S. K. GUPTA, M. SALFlI and S.
JACOBS. Pegylated interferon-a2b: Pharmacokinetics, pharmacodynamics, safety, and preliminary efficacy
data. 68(5), 556-567. DOI: 10.1067/mcp.2000.110973. ISSN 00099236. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1067/mcp.2000.110973

1% HEATHCOTE, E. J., M. L. SHIFFMAN, W. G. E. COOKSLEY, et al. Peginterferon Alfa-2a in Patients with Chronic
Hepatitis C and Cirrhosis. New England Journal of Medicine. 2000, 343(23), 1673-1680. DOI:
10.1056/NEJM200012073432302. ISSN 0028-4793. Available from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM200012073432302

197 REDDY, K., K. R. REDDY, T. L. WRIGHT, et al. Efficacy and safety of pegylated (40-kd) interferon a-2a compared
with interferon a-2a in noncirrhotic patients with chronic hepatitis C. Hepatology. 2001, 33(2), 433-438. DOI:
10.1053/jhep.2001.21747. ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1053/jhep.2001.21747

198 TREPO, C., K. LINDSAY, C. NIEDERAU, et al. Pegylated interferon alfa-2B (PEG-intron) mono-therapy is superior
to interferon alfa-2B (intron A) for the treatment of chronic hepatitis C. Journal of Hepatology. 2000, 32. DOI:
10.1016/50168-8278(00)80446-8. ISSN 01688278. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827800804468

1997EUZEM, S., S. V. FEINMAN, J. RASENACK, et al. Peginterferon Alfa-2a in Patients with Chronic Hepatitis C. New
England Journal of Medicine. 2000, 343(23), 1666-1672. DOI: 10.1056/NEJM200012073432301. ISSN 0028-4793.
Available from: http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM200012073432301

200 FRIED, Michael W., Mitchell L. SHIFFMAN, K. Rajender REDDY, et al. Peginterferon Alfa-2a plus Ribavirin for
Chronic Hepatitis C Virus Infection. New England Journal of Medicine. 2002, 347(13), 975-982. DOI:
10.1056/NEJM0a020047. ISSN 0028-4793. Available from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJMo0a020047

67


https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1093/cid/civ948
http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12706
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM197609022951001
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM198612183152503
http://link.springer.com/10.2165/00003495-199345020-00003
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1600-0676.1993.tb00640.x
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673698071244
http://gut.bmj.com/lookup/doi/10.1136/gutjnl-2013-304528
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM199811193392101
http://doi.wiley.com/10.1067/mcp.2000.110973
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM200012073432302
http://doi.wiley.com/10.1053/jhep.2001.21747
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827800804468
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM200012073432301
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJMoa020047

201 HADZIYANNIS, Stephanos J., Mitchell L. SHIFFMAN, K. Rajender REDDY, et al. Peginterferon-a2a and Ribavirin
Combination Therapy in Chronic Hepatitis C. Annals of Internal Medicine. 2004, 140(5), 975-982. DOI:
10.7326/0003-4819-140-5-200403020-00010. ISSN 0003-4819. Available from:
http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/0003-4819-140-5-200403020-00010

202 GAO, B., F. HONG and S. RADAEVA. Host factors and failure of interferon-a treatment in hepatitis C
virus. Hepatology. 2004,39(4), 880-890. DOI: 10.1002/hep.20139. ISSN 02709139. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.20139

203 ASSELAH, Tarik, Patrick MARCELLIN and Raymond F. SCHINAZI. Treatment of hepatitis C virus infection with
direct-acting antiviral agents: 100% cure?. Liver International. 2018, 38(2), 7-13. DOI: 10.1111/liv.13673. ISSN
14783223. Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/liv.13673

204 | AMARRE, D., P. C. ANDERSON, M. BAILEY, et al. An NS3 protease inhibitor with antiviral effects in humans
infected with hepatitis C virus. Nature. 2003, 426(6963), 186-189. DOI: 10.1038/nature02099. ISSN 0028-0836.
Available from: http://www.nature.com/articles/nature02099

205 LAM, A. M. I. a D. N. FRICK. Hepatitis C Virus Subgenomic Replicon Requires an Active NS3 RNA
Helicase. Journal of Virology. 2005, 80(1), 404-411. DOI: 10.1128/JV1.80.1.404-411.2006. ISSN 0022-538X.
Available from: http://jvi.asm.org/cgi/d0i/10.1128/JVI1.80.1.404-411.2006

206 BERAN, R. K. F., V. SEREBROV a A. M. PYLE. The Serine Protease Domain of Hepatitis C Viral NS3 Activates RNA
Helicase Activity by Promoting the Binding of RNA Substrate. Journal of Biological Chemistry. 2007, 282(48),
34913-34920. DOI: 10.1074/jbc.M707165200. ISSN 0021-9258. Available from:
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M707165200

207 AYDIN, C., S. MUKHERJEE, A. M. HANSON, D. N. FRICK a C. A. SCHIFFER. The interdomain interface in
bifunctional enzyme protein 3/4A (NS3/4A) regulates protease and helicase activities. Protein Science.
2013, 22(12), 1786-1798. DOI: 10.1002/pro.2378. ISSN 09618368. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/pro.2378

208 FOSTER, G. R., C. HEZODE, J.-P. BRONOWICKI, et al. Activity of telaprevir alone or in combination with
peginterferon alfa-2a and ribavirin in treatment-naive genotype 2 and 3 hepatitis-C patients: interim results of
study C209. Journal of Hepatology. 2009, 50(Supplement 1), S22. DOI: 10.1016/50168-8278(09)60052-0. ISSN
01688278. Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827809600520

209 MCGIVERN, D. R., T. MASAKI, S. WILLIFORD, et al. Kinetic Analyses Reveal Potent and Early Blockade of
Hepatitis C Virus Assembly by NS5A Inhibitors. Gastroenterology. 2014,147(2), 453-462.e7. DOI:
10.1053/j.gastro.2014.04.021. ISSN 00165085. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508514005472

210 MASAKI, T., R. SUZUKI, K. MURAKAMI, et al. Interaction of Hepatitis C Virus Nonstructural Protein 5A with
Core Protein Is Critical for the Production of Infectious Virus Particles. Journal of Virology. 2008, 82(16), 7964-
7976. DOI: 10.1128/JV1.00826-08. ISSN 0022-538X. Available from:
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.00826-08

211 PELUGHEBER, J., B. FREDERICKSEN, R. SUMPTER, C. WANG, F. WARE, D. L. SODORA and M. GALE. Regulation
of PKR and IRF-1 during hepatitis C virus RNA replication. Proceedings of the National Academy of Sciences.
2002, 99(7), 4650-4655. DOI: 10.1073/pnas.062055699. ISSN 0027-8424. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.062055699

212 REISS, S., |. REBHAN, P. BACKES, et al. Recruitment and Activation of a Lipid Kinase by Hepatitis C Virus NS5A
Is Essential for Integrity of the Membranous Replication Compartment. Cell Host & Microbe. 2011, 9(1), 32-45.
DOI: 10.1016/j.chom.2010.12.002. ISSN 19313128. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1931312810004129

213 REGHELLIN, V., L. DONNICI, S. FENU, et al. NS5A Inhibitors Impair NS5A—Phosphatidylinositol 4-Kinase llla
Complex Formation and Cause a Decrease of Phosphatidylinositol 4-Phosphate and Cholesterol Levels in
Hepatitis C Virus-Associated Membranes. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2014, 58(12), 7128-7140.
DOI: 10.1128/AAC.03293-14. ISSN 0066-4804. Available from:
http://aac.asm.org/lookup/doi/10.1128/AAC.03293-14

214 CHUKKAPALLI, Vineela, Kristi L. BERGER, Sean M. KELLY, Meryl THOMAS, Alexander DEITERS a Glenn RANDALL.
Daclatasvir inhibits hepatitis C virus NS5A motility and hyper-accumulation of phosphoinositides. Virology.
2015, 476, 168-179. DOI: 10.1016/j.virol.2014.12.018. ISSN 00426822. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682214005558

215BJANCO, A., V. REGHELLIN, L. DONNICI, et al. Metabolism of Phosphatidylinositol 4-Kinase Illa-Dependent P14P
Is Subverted by HCV and Is Targeted by a 4-Anilino Quinazoline with Antiviral Activity. PLoS Pathogens.
2012, 8(3). DOLI: 10.1371/journal.ppat.1002576. ISSN 1553-7374. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.ppat.1002576

68


http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/0003-4819-140-5-200403020-00010
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.20139
http://doi.wiley.com/10.1111/liv.13673
http://www.nature.com/articles/nature02099
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.80.1.404-411.2006
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M707165200
http://doi.wiley.com/10.1002/pro.2378
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827809600520
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508514005472
http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.00826-08
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.062055699
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1931312810004129
http://aac.asm.org/lookup/doi/10.1128/AAC.03293-14
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682214005558
https://dx.plos.org/10.1371/journal.ppat.1002576

216 VOAKLANDER R. and |. M. JACOBSON. Sofosbuvir, velpatasvir and voxilaprevir combination for the treatment
of hepatitis C. Expert review of gastroenterology & hepatology. 2017,11(9), 789-795. DOI:
10.1080/17474124.2017.1351295. ISSN 1747-4124. Available from:
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/17474124.2017.1351295

217 LAMB, Y. N. Glecaprevir/Pibrentasvir: First Global Approval. Drugs. 2017, 77(16), 1797-1804. DOI:
10.1007/s40265-017-0817-y. ISSN 0012-6667. Available from: http://link.springer.com/10.1007/s40265-017-
0817-y

218 Recommendations for Testing, Managing, and Treating Hepatitis C | HCV Guidance [online]. American
Association for the Study of Liver Diseases and the Infectious Diseases Society of America, ©2014-2019 [cit. 2019-
09-05]. Available from: https://www.hcvguidelines.org/

219 EASL. EASL Recommendations on Treatment of Hepatitis C 2016. Journal of Hepatology. 2017, 66(1), 153-194.
DOI: 10.1016/j.jhep.2016.09.001. ISSN 01688278. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827816304895

220 FRIDELL, R. A., C. WANG, J.-H. SUN, et al. Genotypic and phenotypic analysis of variants resistant to hepatitis
C virus nonstructural protein 5A replication complex inhibitor BMS-790052 in Humans: In Vitro and In Vivo
Correlations. Hepatology. 2011, 54(6), 1924-1935. DOI: 10.1002/hep.24594. ISSN 02709139. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.24594

221 pPAWLOTSKY, J.-M. Hepatitis C Virus Resistance to Direct-Acting Antiviral Drugs in Interferon-Free
Regimens. Gastroenterology. 2016, 151(1), 70-86. DOI: 10.1053/j.gastro.2016.04.003. ISSN 00165085. Available
from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508516300555

22270ULIM, F., T. J. LIANG, A. L. GERBES, et al. Hepatitis C virus treatment in the real world: optimising treatment
and access to therapies. Gut. 2015, 64(11), 1824-1833. DOI: 10.1136/gutjnl-2015-310421. ISSN 0017-5749.
Available from: http://gut.bmj.com/lookup/doi/10.1136/gutjnl-2015-310421

223 SARRAZIN, C. The importance of resistance to direct antiviral drugs in HCV infection in clinical practice. Journal
of Hepatology. 2016, 64(2), 486-504. DOI: 10.1016/j.jhep.2015.09.011. ISSN 01688278. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827815006297

224 ABRAVANEL, F., S. METIVIER, M. CHAUVEAU, J.-M. PERON and J. IZOPET. Transmission of HCV NS5A Inhibitor—
Resistant Variants Among HIV-Infected Men Who Have Sex With Men. Clinical Infectious Diseases. DOI:
10.1093/cid/ciw554. ISSN 1058-4838. Available from: https://academic.oup.com/cid/article-
lookup/doi/10.1093/cid/ciw554

225 ZEUZEM, S., M. MIZOKAMI, S. PIANKO, et al. NS5A resistance-associated substitutions in patients with
genotype 1 hepatitis C virus: Prevalence and effect on treatment outcome. Journal of Hepatology. 2017, 66(5),
910-918. DOLI: 10.1016/j.jhep.2017.01.007. ISSN 01688278. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827817300119

226 GAO, M., R. E. NETTLES, M. BELEMA, et al. Chemical genetics strategy identifies an HCV NS5A inhibitor with a
potent clinical effect. Nature. 2010, 465(7294), 96-100. DOI: 10.1038/nature08960. ISSN 0028-0836. Available
from: http://www.nature.com/articles/nature08960

227 GUEDJ, J., H. DAHARI, L. RONG, et al. Modeling shows that the NS5A inhibitor daclatasvir has two modes of
action and vyields a shorter estimate of the hepatitis C virus half-life. Proceedings of the National Academy of
Sciences. 2013, 110(10), 3991-3996. DOI: 10.1073/pnas.1203110110. ISSN 0027-8424. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1203110110

228 GOTTWEIN, J. M., L. V. PHAM, L. S. MIKKELSEN, L. GHANEM, S. RAMIREZ, T. K.H. SCHEEL, T. H.R. CARLSEN and
J. BUKH. Efficacy of NS5A Inhibitors Against Hepatitis C Virus Genotypes 1-7 and Escape
Variants. Gastroenterology. 2018, 154(5), 1435-1448. DOI: 10.1053/j.gastro.2017.12.015. ISSN 00165085.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508517367203

222 MA, H., V. LEVEQUE, A. DE WITTE, W. LI, T. HENDRICKS, S. M. CLAUSEN, N. CAMMACK and K. KLUMPP.
Inhibition of native hepatitis C virus replicase by nucleotide and non-nucleoside inhibitors. Virology.
2005, 332(1), 8-15. DOI: 10.1016/j.virol.2004.11.024. ISSN 00426822. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682204007895

230 GENTILE, Ivan, Alberto Enrico MARAOLO, A. R. BUONOMO, E. ZAPPULO and G. BORGIA. The discovery of
sofosbuvir: a revolution for therapy of chronic hepatitis C. Expert Opinion on Drug Discovery. 2015, 10(12), 1363-
1377. DOI: 10.1517/17460441.2015.1094051. ISSN 1746-0441. Available from
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1517/17460441.2015.1094051

231 SARRAZIN, C. and S. ZEUZEM. Resistance to Direct Antiviral Agents in Patients With Hepatitis C Virus
Infection. Gastroenterology. 2010, 138(2), 447-462. DOIl: 10.1053/j.gastro.2009.11.055. ISSN 00165085.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508509021131

69


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/17474124.2017.1351295
http://link.springer.com/10.1007/s40265-017-0817-y
http://link.springer.com/10.1007/s40265-017-0817-y
https://www.hcvguidelines.org/
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827816304895
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.24594
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508516300555
http://gut.bmj.com/lookup/doi/10.1136/gutjnl-2015-310421
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827815006297
https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1093/cid/ciw554
https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1093/cid/ciw554
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827817300119
http://www.nature.com/articles/nature08960
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1203110110
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508517367203
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682204007895
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1517/17460441.2015.1094051
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508509021131

232 JACOBSON, I. M., G. ). DORE, G. R. FOSTER, et al. Simeprevir with pegylated interferon alfa 2a plus ribavirin in
treatment-naive patients with chronic hepatitis C virus genotype 1 infection (QUEST-1): a phase 3, randomised,
double-blind, placebo-controlled trial. The Lancet. 2014,384(9941), 403-413. DOIl: 10.1016/50140-
6736(14)60494-3. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673614604943
233 MANNS, M., P. MARCELLIN, F. POORDAD, et al. Simeprevir with pegylated interferon alfa 2a or 2b plus ribavirin
in treatment-naive patients with chronic hepatitis C virus genotype 1 infection (QUEST-2): a randomised, double-
blind, placebo-controlled phase 3 trial. The Lancet. 2014,384(9941), 414-426. DOI: 10.1016/S0140-
6736(14)60538-9. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673614605389
B4 LAWITZ, E., A. MANGIA, D. WYLES, et al. Sofosbuvir for Previously Untreated Chronic Hepatitis C
Infection. New England Journal of Medicine. 2013, 368(20), 1878-1887. DOI: 10.1056/NEJMo0a1214853. ISSN
0028-4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMo0al1214853
235 LAWITZ, E., F. POORDAD, D. M. BRAINARD, et al. Sofosbuvir with peginterferon-ribavirin for 12 weeks in
previously treated patients with hepatitis C genotype 2 or 3 and cirrhosis. Hepatology. 2015, 61(3), 769-775. DOI:
10.1002/hep.27567. ISSN 0270-9139. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/hep.27567
236 DORE, G. J., E. LAWITZ, C. HEZODE, et al. Daclatasvir Plus Peginterferon and Ribavirin Is Noninferior to
Peginterferon and Ribavirin Alone, and Reduces the Duration of Treatment for HCV Genotype 2 or 3
Infection. Gastroenterology. 2015, 148(2), 355-366.e1. DOI: 10.1053/j.gastro.2014.10.007. ISSN 00165085.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508514012062
237 HEZODE, C., G. M. HIRSCHFIELD, W. GHESQUIERE, et al. Daclatasvir plus peginterferon alfa and ribavirin for
treatment-naive chronic hepatitis C genotype 1 or 4 infection: a randomised study. Gut. 2015, 64(6), 948-956.
DOI: 10.1136/gutjnl-2014-307498. ISSN 0017-5749. Available from:
http://gut.bmj.com/lookup/doi/10.1136/gutjnl-2014-307498
238 SULKOWSKI, M. S., D. F. GARDINER, M. RODRIGUEZ-TORRES, et al. Daclatasvir plus Sofosbuvir for Previously
Treated or Untreated Chronic HCV Infection. New England Journal of Medicine. 2014, 370(3), 211-221. DOI:
10.1056/NEJMo0a1306218. ISSN 0028-4793. Available from:
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJM0a1306218
239 NELSON, D. R., J. N. COOPER, J. P. LALEZARI, et al. All-oral 12-week treatment with daclatasvir plus sofosbuvir
in patients with hepatitis C virus genotype 3 infection: ALLY-3 phase Il study. Hepatology. 2015, 61(4), 1127-
1135. DOI: 10.1002/hep.27726. ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.27726
200K, A.S., D. F. GARDINER, E. LAWITZ, et al. Preliminary Study of Two Antiviral Agents for Hepatitis C Genotype
1. New England Journal of Medicine [online]. 2012, 366(3), 216-224. DOI: 10.1056/NEJMo0a1104430. ISSN 0028-
4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJMo0al1104430
241 7ZEUZEM, S., G. M. DUSHEIKO, R. SALUPERE, et al. Sofosbuvir and Ribavirin in HCV Genotypes 2 and 3. New
England Journal of Medicine. 2014, 370(21), 1993-2001. DOI: 10.1056/NEJMo0al1316145. ISSN 0028-4793.
Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1316145
242 LAWITZ, E., G. MATUSOW, E. DEJESUS, et al. Simeprevir plus sofosbuvir in patients with chronic hepatitis C
virus genotype 1 infection and cirrhosis: A phase 3 study (OPTIMIST-2). Hepatology. 2016, 64(2), 360-369. DOI:
10.1002/hep.28422. ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.28422
243 LAWITZ, E., F. F. POORDAD, P. S. PANG, et al. Sofosbuvir and ledipasvir fixed-dose combination with and
without ribavirin in treatment-naive and previously treated patients with genotype 1 hepatitis C virus infection
(LONESTAR): an open-label, randomised, phase 2 trial. The Lancet. 2014, 383(9916), 515-523. DOI:
10.1016/S0140-6736(13)62121-2. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673613621212
244 AFDHAL, N., S. ZEUZEM, P. KWO, et al. Ledipasvir and Sofosbuvir for Untreated HCV Genotype 1 Infection. New
England Journal of Medicine. 2014, 370(20), 1889-1898. DOI: 10.1056/NEJMo0a1402454. ISSN 0028-4793.
Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1402454
245 AFDHAL, N., K. R. REDDY, D. R. NELSON, et al. Ledipasvir and Sofosbuvir for Previously Treated HCV Genotype
1 Infection. New England Journal of Medicine. 2014, 370(16), 1483-1493. DOI: 10.1056/NEJMo0a1316366. ISSN
0028-4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMo0al316366
246 KOWDLEY, K. V., E. LAWITZ, F. POORDAD, et al. Phase 2b Trial of Interferon-free Therapy for Hepatitis C Virus
Genotype 1. New England Journal of Medicine. 2014, 370(3), 222-232. DOI: 10.1056/NEJM0a1306227. ISSN
0028-4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMo0al1306227
247 BOURLIERE, M., J.-P. BRONOWICKI, V. DE LEDINGHEN, et al. Ledipasvir-sofosbuvir with or without ribavirin to
treat patients with HCV genotype 1 infection and cirrhosis non-responsive to previous protease-inhibitor
70



https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673614604943
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673614605389
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1214853
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/hep.27567
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508514012062
http://gut.bmj.com/lookup/doi/10.1136/gutjnl-2014-307498
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1306218
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.27726
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJMoa1104430
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1316145
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.28422
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673613621212
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1402454
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1316366
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1306227

therapy: a randomised, double-blind, phase 2 trial (SIRIUS). The Lancet Infectious Diseases. 2015, 15(4), 397-404.
DOI: 10.1016/51473-3099(15)70050-2. ISSN 14733099. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1473309915700502
248 EASL Recommendations on Treatment of Hepatitis C 2016. EASL | The Home of Hepatology [online]. EASL,
2019 [cit. 2019-09-05]. Available from: https://easl.eu/wp-content/uploads/2018/10/HCV-English-report.pdf
249 CHARLTON, M., G. T. EVERSON, S. L. FLAMM, et al. Ledipasvir and Sofosbuvir Plus Ribavirin for Treatment of
HCV Infection in Patients With Advanced Liver Disease. Gastroenterology. 2015, 149(3), 649-659. DOI:
10.1053/j.gastro.2015.05.010. ISSN 00165085. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508515006824
250 MANNS, M., D. SAMUEL, E. J. GANE, et al. Ledipasvir and sofosbuvir plus ribavirin in patients with genotype
1 or 4 hepatitis C virus infection and advanced liver disease: a multicentre, open-label, randomised, phase 2
trial. The Lancet Infectious Diseases. 2016, 16(6), 685-697. DOIl: 10.1016/5S1473-3099(16)00052-9. ISSN
14733099. Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1473309916000529
251 Harvoni, INN-ledipasvir, sofosbuvir. European Medicines Agency [online]. European Medicines Agency, 2019
[cit. 2019-09-30]. Available from: https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/harvoni-
epar-product-information en.pdf
252 FELD, J. J., K. V. KOWDLEY, E. COAKLEY, et al. Treatment of HCV with ABT-450/r—Ombitasvir and Dasabuvir
with Ribavirin. New England Journal of Medicine. 2014, 370(17), 1594-1603. DOI: 10.1056/NEJMoa1315722. ISSN
0028-4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoal315722
253 FERENCI, P., D. BERNSTEIN, J. LALEZARI, et al. ABT-450/r—-Ombitasvir and Dasabuvir with or without Ribavirin
for HCV. New England Journal of Medicine. 2014, 370(21), 1983-1992. DOI: 10.1056/NEJMo0a1402338. ISSN
0028-4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMo0a1402338
254 ANDREONE, P., M. G. COLOMBO, J. V. ENEJOSA, et al. ABT-450, Ritonavir, Ombitasvir, and Dasabuvir Achieves
97% and 100% Sustained Virologic Response With or Without Ribavirin in Treatment-Experienced Patients With
HCV Genotype 1b Infection. Gastroenterology. 2014, 147(2), 359-365.e1. DOI: 10.1053/j.gastro.2014.04.045.
ISSN 00165085. Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508514006039
255 POORDAD, F., C. HEZODE, R. TRINH, et al. ABT-450/r—Ombitasvir and Dasabuvir with Ribavirin for Hepatitis C
with Cirrhosis. New England Journal of Medicine. 2014, 370(21), 1973-1982. DOI: 10.1056/NEJMo0a1402869. ISSN
0028-4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMo0a1402869
256 HEZODE, C., T. ASSELAH, K. R. REDDY, et al. Ombitasvir plus paritaprevir plus ritonavir with or without ribavirin
in treatment-naive and treatment-experienced patients with genotype 4 chronic hepatitis C virus infection
(PEARL-1): a randomised, open-label trial. The Lancet. 2015, 385(9986), 2502-2509. DOI: 10.1016/S0140-
6736(15)60159-3. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673615601593
257 FELD, J. J., I. M. JACOBSON, C. HEZODE, et al. Sofosbuvir and Velpatasvir for HCV Genotype 1, 2, 4, 5, and 6
Infection. New England Journal of Medicine. 2015, 373(27), 2599-2607. DOI: 10.1056/NEJMo0a1512610. ISSN
0028-4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMo0al512610
258 FOSTER, G. R., N. AFDHAL, S. K. ROBERTS, et al. Sofosbuvir and Velpatasvir for HCV Genotype 2 and 3
Infection. New England Journal of Medicine. 2015, 373(27), 2608-2617. DOI: 10.1056/NEJMo0al1512612. ISSN
0028-4793. Available from: http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoal512612
259 7ZEUZEM, S., R. GHALIB, K. R. REDDY, et al. Grazoprevir—Elbasvir Combination Therapy for Treatment-Naive
Cirrhotic and Noncirrhotic Patients With Chronic Hepatitis C Virus Genotype 1, 4, or 6 Infection. Annals of Internal
Medicine. 2015, 163(1). DOI: 10.7326/M15-0785. ISSN 0003-4819. Available from:
http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/M15-0785
260 | AWITZ, E., E. GANE, B. PEARLMAN, et al. Efficacy and safety of 12 weeks versus 18 weeks of treatment with
grazoprevir (MK-5172) and elbasvir (MK-8742) with or without ribavirin for hepatitis C virus genotype 1 infection
in previously untreated patients with cirrhosis and patients with previous null response with or without cirrhosis
(C-WORTHY): a randomised, open-label phase 2 trial. The Lancet. 2015, 385(9973), 1075-1086. DOI:
10.1016/50140-6736(14)61795-5. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673614617955
261 SULKOWSKI, M., C. HEZODE, J. GERSTOFT, et al. Efficacy and safety of 8 weeks versus 12 weeks of treatment
with grazoprevir (MK-5172) and elbasvir (MK-8742) with or without ribavirin in patients with hepatitis C virus
genotype 1 mono-infection and HIV/hepatitis C virus co-infection (C-WORTHY): a randomised, open-label phase
2 trial. The Lancet. 2015, 385(9973), 1087-1097. DOI: 10.1016/5S0140-6736(14)61793-1. ISSN 01406736.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673614617931
262 KWO, P., E. J. GANE, C.-Y. PENG, et al. Effectiveness of Elbasvir and Grazoprevir Combination, With or Without
Ribavirin, for Treatment-Experienced Patients With Chronic Hepatitis C Infection. Gastroenterology.
71



https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1473309915700502
https://easl.eu/wp-content/uploads/2018/10/HCV-English-report.pdf
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508515006824
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1473309916000529
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/harvoni-epar-product-information_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/harvoni-epar-product-information_en.pdf
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1315722
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1402338
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508514006039
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1402869
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673615601593
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1512610
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1512612
http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/M15-0785
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673614617955
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673614617931

2017,152(1), 164-175.e4. DOI: 10.1053/j.gastro.2016.09.045. ISSN  00165085. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508516351708

263 7epatier, INN-grazoprevir/elbasvir. European Medicines Agency [online]. European Medicines Agency, 2019
[cit. 2019-09-30]. Available from: https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/zepatier-
epar-product-information_en.pdf

264 ROTH, David, D. R. NELSON, A. BRUCHFELD, et al. Grazoprevir plus elbasvir in treatment-naive and treatment-
experienced patients with hepatitis C virus genotype 1 infection and stage 4-5 chronic kidney disease (the C-
SURFER study): a combination phase 3 study. The Lancet. 2015, 386(10003), 1537-1545. DOI: 10.1016/S0140-
6736(15)00349-9. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673615003499

265 Vosevi, INN-sofosbuvir/velpatasvir/voxilaprevir. European Medicines Agency [online]. European Medicines
Agency, 2019 [cit. 2019-09-30]. Available from: https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-
information/vosevi-epar-product-information en.pdf

266 JACOBSON, |. M., E. LAWITZ, E. J. GANE, et al. Efficacy of 8 Weeks of Sofosbuvir, Velpatasvir, and Voxilaprevir
in Patients With Chronic HCV Infection: 2 Phase 3 Randomized Trials. Gastroenterology. 2017, 153(1), 113-122.
DOI: 10.1053/j.gastro.2017.03.047. ISSN 00165085. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508517353994

267 BOURLIERE, M., S. C. GORDON, S. L. FLAMM, et al. Sofosbuvir, Velpatasvir, and Voxilaprevir for Previously
Treated HCV Infection. New England Journal of Medicine. 2017,376(22), 2134-2146. DOL:
10.1056/NEJMo0al1613512. ISSN 0028-4793. Available from:
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoal613512

268 EASL Recommendations on Treatment of Hepatitis C 2018. EASL | The Home of Hepatology [online]. EASL,
2019 [cit. 2019-09-05]. Available from: https://easl.eu/wp-content/uploads/2018/10/HepC-English-report.pdf
269 \World Health Organisation (WHO). Global Health Sector Strategy on Viral Hepatitis 2016-2021: Towards
Ending Viral  Hepatitis.  Geneva:  World Health  Organization, @ 2016.  Available from:
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/246177/WHO-HIV-2016.06-eng.pdf?sequence=1

270 SHARMA, S. A. and J. J. FELD. Acute Hepatitis C: Management in the Rapidly Evolving World of HCV. Current
Gastroenterology Reports. 2014, 16(2). DOI: 10.1007/s11894-014-0371-7. ISSN 1522-8037. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/s11894-014-0371-7

271 EDLIN, B. R., B. J. ECKHARDT, M. A. SHU, S. D. HOLMBERG and T. SWAN. Toward a more accurate estimate of
the prevalence of hepatitis C in the United States. Hepatology. 2015, 62(5), 1353-1363. DOI: 10.1002/hep.27978.
ISSN 02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.27978

272 DENNISTON, M. M., R. M. KLEVENS, G.M. MCQUILLAN and R. B. JILES. Awareness of infection, knowledge of
hepatitis C, and medical follow-up among individuals testing positive for hepatitis C: National Health and
Nutrition Examination Survey 2001-2008. Hepatology. 2012, 55(6), 1652-1661. DOI: 10.1002/hep.25556. ISSN
02709139. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/hep.25556

273 MITCHELL, O. and A. GURAKAR. Management of Hepatitis C Post-liver Transplantation: a Comprehensive
Review. Journal of Clinical and Translational Hepatology. 2015, 3(2). DOI: 10.14218/JCTH.2015.00005. ISSN
22250719. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4548349/pdf/JCTH-3-140.pdf

274 LIMKETKAL, B. N., S. H. MEHTA, C. G. SUTCLIFFE, et al. Relationship of Liver Disease Stage and Antiviral Therapy
With Liver-Related Events and Death in Adults Coinfected With HIV/HCV.JAMA. 2012, 308(4). DOI:
10.1001/jama.2012.7844. ISSN 0098-7484. Available from:
http://jama.jamanetwork.com/article.aspx?doi=10.1001/jama.2012.7844

275 HICKMAN, M., D. DE ANGELIS, P. VICKERMAN, S. HUTCHINSON and N. K. MARTIN. Hepatitis C virus treatment
as prevention in people who inject drugs. Current Opinion in Infectious Diseases [online]. 2015, 28(6), 576-582
[cit. 2020-01-27]. DOI: 10.1097/QC0.0000000000000216. ISSN 0951-7375. Available
from: https://insights.ovid.com/crossref?an=00001432-201512000-00012

276 HEFFERNAN, A., G. S. COOKE, S. NAYAGAM, M. THURSZ and T. B. HALLETT. Scaling up prevention and
treatment towards the elimination of hepatitis C: a global mathematical model. The Lancet. 2019. DOI:
10.1016/50140-6736(18)32277-3. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673618322773

277 DILLON, J. F., J. V. LAZARUS and H. A. RAZAVI. Urgent action to fight hepatitis C in people who inject drugs in
Europe. Hepatology, Medicine and Policy. 2016, 1(1). DOI: 10.1186/s41124-016-0011-y. ISSN 2059-5166.
Available from: http://hmap.biomedcentral.com/articles/10.1186/s41124-016-0011-y

278 MARTIN, N. K., P. VICKERMAN and M. HICKMAN. Mathematical modelling of hepatitis C treatment for injecting
drug users. Journal of Theoretical Biology. 2011, 274(1), 58-66. DOI: 10.1016/j.jtbi.2010.12.041. ISSN 00225193.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022519311000038

72


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508516351708
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/zepatier-epar-product-information_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/zepatier-epar-product-information_en.pdf
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673615003499
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/vosevi-epar-product-information_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/vosevi-epar-product-information_en.pdf
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508517353994
http://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1613512
https://easl.eu/wp-content/uploads/2018/10/HepC-English-report.pdf
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/246177/WHO-HIV-2016.06-eng.pdf?sequence=1
http://link.springer.com/10.1007/s11894-014-0371-7
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.27978
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.25556
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4548349/pdf/JCTH-3-140.pdf
http://jama.jamanetwork.com/article.aspx?doi=10.1001/jama.2012.7844
https://insights.ovid.com/crossref?an=00001432-201512000-00012
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673618322773
http://hmap.biomedcentral.com/articles/10.1186/s41124-016-0011-y

279 TUCKER, J. D., K. MEYERS, J. BEST, et al. The HepTestContest: a global innovation contest to identify
approaches to hepatitis B and C testing. BMC Infectious Diseases. 2017, 17(S1). DOI: 10.1186/s12879-017-2771-
4. I1SSN 1471-2334. Available from: http://bmcinfectdis.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12879-017-2771-
4

280 EDLAND-GRYT, M. and A. H. SKATVEDT. Thresholds in a low-threshold setting: An empirical study of barriers
in a centre for people with drug problems and mental health disorders. International Journal of Drug Policy.
2013, 24(3), 257-264. DOI: 10.1016/j.drugpo.2012.08.002. ISSN  09553959. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0955395912001193

281 HAJARIZADEH, B., E. B. CUNNINGHAM, H. REID, M. LAW, G. J. DORE and J. GREBELY. Direct-acting antiviral
treatment for hepatitis C among people who use or inject drugs: a systematic review and meta-analysis. 2018,
3(11), 754-767. DOI: 10.1016/52468-1253(18)30304-2. ISSN 24681253. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2468125318303042

282 GREBELY, J., S. LARNEY, A. PEACOCK, et al. Global, regional, and country-level estimates of hepatitis C infection
among people who have recently injected drugs. Addiction. 2019, 114(1), 150-166. DOI: 10.1111/add.14393.
ISSN 09652140. Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/add.14393

283 HAGAN, H., E. R. POUGET, D. C. DES JARLAIS and C. LELUTIU-WEINBERGER. Meta-Regression of Hepatitis C
Virus Infection in Relation to Time Since Onset of lllicit Drug Injection: The Influence of Time and Place. American
Journal of Epidemiology. 2008, 168(10), 1099-1109. DOI: 10.1093/aje/kwn237. ISSN 0002-9262. Available from:
https://academic.oup.com/aje/article-lookup/doi/10.1093/aje/kwn237

284 WIESSING, Lucas, Marica FERRI, Bart GRADY, et al. Hepatitis C Virus Infection Epidemiology among People
Who Inject Drugs in Europe: A Systematic Review of Data for Scaling Up Treatment and Prevention. PLoS ONE.
2014, 9(7), 1099-1109. DOI: 10.1371/journal.pone.0103345. ISSN 1932-6203. Available from:
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0103345

285 DEGENHARDT, L., F. CHARLSON, J. STANAWAY, et al. Estimating the burden of disease attributable to injecting
drug use as a risk factor for HIV, hepatitis C, and hepatitis B: findings from the Global Burden of Disease Study
2013. The Lancet Infectious Diseases. 2016, 16(12), 1385-1398. DOI: 10.1016/51473-3099(16)30325-5. ISSN
14733099. Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1473309916303255

286 DEGENHARDT, L., A. PEACOCK, S. COLLEDGE, et al. Global prevalence of injecting drug use and
sociodemographic characteristics and prevalence of HIV, HBV, and HCV in people who inject drugs: a multistage
systematic review. The Lancet Global Health. 2017, 5(12), e1192-e1207. DOI: 10.1016/52214-109X(17)30375-3.
ISSN 2214109X. Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2214109X17303753

287 LARNEY, Sarah, Amy PEACOCK, Janni LEUNG, et al. Global, regional, and country-level coverage of
interventions to prevent and manage HIV and hepatitis C among people who inject drugs: a systematic review.
The Lancet Global Health. 2017, 5(12), e1208-e1220. DOI: 10.1016/52214-109X(17)30373-X. ISSN 2214109X.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2214109X1730373X

ZBPLATT, L., S. MINOZZI, J. REED, et al. Needle and syringe programmes and opioid substitution therapy for
preventing HCV transmission among people who inject drugs: findings from a Cochrane Review and meta-
analysis. Addiction. 2018, 113(3), 545-563. DOI: 10.1111/add.14012. ISSN 09652140. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/add.14012

29 HAGAN, H., E. R. POUGET a D. C. DES JARLAIS. A Systematic Review and Meta-Analysis of Interventions to
Prevent Hepatitis C Virus Infection in People Who Inject Drugs. Journal of Infectious Diseases. 2011, 204(1), 74-
83. DOI: 10.1093/infdis/jir196. ISSN 0022-1899. Available from: https://academic.oup.com/jid/article-
lookup/doi/10.1093/infdis/jir196

2% | ARNEY, S., A. PEACOCK, J. LEUNG, et al. Global, regional, and country-level coverage of interventions to
prevent and manage HIV and hepatitis C among people who inject drugs: a systematic review. The Lancet Global
Health. 2017,5(12), e1208-e1220. DOI: 10.1016/S2214-109X(17)30373-X. ISSN 2214109X. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2214109X1730373X

291 RAZAVI, H., I. WAKED, C. SARRAZIN, et al. The present and future disease burden of hepatitis C virus (HCV)
infection with today's treatment paradigm. Journal of Viral Hepatitis. 2014,21, Suppl 1: 34-59. DOI:
10.1111/jvh.12248. ISSN 13520504. Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12248

P2MARTIN, N. K., P. VICKERMAN, G. J. DORE a M. HICKMAN. The hepatitis C virus epidemics in key populations
(including people who inject drugs, prisoners and MSM). Current Opinion in HIV and AIDS. 2015, 10(5), 374-380.
DOI: 10.1097/COH.0000000000000179. ISSN 1746-630X.

293HARRIS, M., E. ALBERS a T. SWAN. The promise of treatment as prevention for hepatitis C: Meeting the needs
of people who inject drugs?.International Journal of Drug Policy. 2015, 26(10), 963-969. DOI:

73


http://bmcinfectdis.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12879-017-2771-4
http://bmcinfectdis.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12879-017-2771-4
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0955395912001193
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2468125318303042
http://doi.wiley.com/10.1111/add.14393
https://academic.oup.com/aje/article-lookup/doi/10.1093/aje/kwn237
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0103345
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1473309916303255
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2214109X17303753
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2214109X1730373X
http://doi.wiley.com/10.1111/add.14012
https://academic.oup.com/jid/article-lookup/doi/10.1093/infdis/jir196
https://academic.oup.com/jid/article-lookup/doi/10.1093/infdis/jir196
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2214109X1730373X
http://doi.wiley.com/10.1111/jvh.12248

10.1016/j.drugpo.2015.05.005. ISSN 09553959. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0955395915001383
294 ALAVI, M., J. D. RAFFA, G. D. DEANS, C. LAIl, M. KRAJDEN, G. J. DORE, M. W. TYNDALL and J. GREBELY. Continued
low uptake of treatment for hepatitis C virus infection in a large community-based cohort of inner city
residents. Liver International. 2014, 34(8), 1198-1206. DOI: 10.1111/liv.12370. ISSN 14783223. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/liv.12370
235 MIDGARD, H., J. G. BRAMNESS, S. SKURTVEIT, J. W. HAUKELAND, O. DALGARD and Y. E. KHUDYAKOV. Hepatitis
C Treatment Uptake among Patients Who Have Received Opioid Substitution Treatment: A Population-Based
Study. PLOS ONE. 2016, 11(11), e0166451. DOI: 10.1371/journal.pone.0166451. ISSN 1932-6203. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0166451
2% STRATHDEE, Steffanie A, Timothy B HALLETT, Natalia BOBROVA, Tim RHODES, Robert BOOTH a ABDOOL. HIV
and risk environment for injecting drug users: the past, present, and future. The Lancet. 2010, 376(9737). DOI:
10.1016/50140-6736(10)60743-X. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014067361060743X
297 WOLFE, Daniel, M Patrizia CARRIERI a Donald SHEPARD. Treatment and care for injecting drug users with HIV
infection: a review of barriers and ways forward. The Lancet. 2010, 376(9738), 355-366. DOI: 10.1016/50140-
6736(10)60832-X. ISSN 01406736. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014067361060832X
2% DORE, G. J., F. ALTICE, A. H. LITWIN, et al. Elbasvir—Grazoprevir to Treat Hepatitis C Virus Infection in Persons
Receiving Opioid Agonist Therapy. Annals of Internal Medicine. 2016, 165(9). DOI: 10.7326/M16-0816. ISSN
0003-4819. Available from: http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/M16-0816
2%9 CHRISTENSEN, S., P. BUGGISCH, S. MAUSS, et al. Direct-acting antiviral treatment of chronic HCV-infected
patients on opioid substitution therapy: Still a concern in clinical practice?. Addiction. 2018, 113(5), 868-882. DOI:
10.1111/add.14128. ISSN 09652140. Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/add.14128
300 pALMATEER, N. E., A. TAYLOR, D. J. GOLDBERG, et al. Rapid Decline in HCV Incidence among People Who Inject
Drugs Associated with National Scale-Up in Coverage of a Combination of Harm Reduction Interventions. PLoS
ONE. 2014, 9(8). DOLI: 10.1371/journal.pone.0104515. ISSN 1932-6203. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0104515
301 COOK, C. and C. DAVIES. The lost decade: Neglect for harm reduction funding and the health crisis among
people who use drug. London, United Kingdom: Harm Reduction International, 2018. ISBN 978-0-9935434-6-3.
Available from: https://www.hri.global/files/2018/09/25/lost-decade-harm-reduction-funding-2018.PDF
302 MIDGARD, H., B. BJORO, A. MALAND, et al. Hepatitis C reinfection after sustained virological response. Journal
of Hepatology. 2016, 64(5), 1020-1026. DOI: 10.1016/j.jhep.2016.01.001. ISSN 01688278. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827816000039
303 MIDGARD, H., A. WEIR, N. PALMATEER, V. LO RE, J. A. PINEDA, J. MACIAS and O. DALGARD. HCV epidemiology
in high-risk groups and the risk of reinfection. Journal of Hepatology. 2016, 65(1), S33-S45. DOI:
10.1016/j.jhep.2016.07.012. ISSN 01688278. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827816303361
304 SIMMONS, B., J. SALEEM, A. HILL, R. D. RILEY and G. S. COOKE. Risk of Late Relapse or Reinfection With
Hepatitis C Virus After Achieving a Sustained Virological Response: A Systematic Review and Meta-
analysis. Clinical Infectious Diseases. 2016, 62(6), 683-694. DOI: 10.1093/cid/civ948. ISSN 1058-4838. Available
from: https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1093/cid/civ948
305 DORE, G. J., J. GREBERLY, F. ALTICE, et al. Hepatitis C Virus (HCV) Reinfection and Injecting Risk Behavior
Following Elbasvir (EBR)/Grazoprevir (GZR) Treatment in Partic-ipants on Opiate Agonist Therapy (OAT): Co-STAR
Part B [ABSTRACT 195]. Hepatology. 2017, 66(S1), 112A. DOI: 10.1002/hep.29500. ISSN 02709139. Available
from: https://aasldpubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/hep.29500
306 pAGE, K., M. D. MORRIS, J. A. HAHN, L. MAHER and M. PRINS. Injection Drug Use and Hepatitis C Virus Infection
in Young Adult Injectors: Using Evidence to Inform Comprehensive Prevention. Clinical Infectious Diseases.
2013, 57(suppl_2), $32-5S38. DOI: 10.1093/cid/cit300. ISSN 1537-6591. Available from:
http://academic.oup.com/cid/article/57/suppl 2/532/397297/Injection-Drug-Use-and-Hepatitis-C-Virus-
Infection
307 HAGAN, H., E. R. POUGET, D. C. DES JARLAIS and C. LELUTIU-WEINBERGER. Meta-Regression of Hepatitis C
Virus Infection in Relation to Time Since Onset of lllicit Drug Injection: The Influence of Time and Place. American
Journal of Epidemiology. 2008, 168(10), 1099-1109. DOI: 10.1093/aje/kwn237. ISSN 0002-9262. Available from:
https://academic.oup.com/aje/article-lookup/doi/10.1093/aje/kwn237
308 FREEMAN, A. J., HARVEY, C. E., MARINOS, G., et al. Hepatitis C prevalence among Australian injecting drug
users in the 1970s and profiles of virus genotypes in the 1970s and 1990s. The Medical Journal of Australia, 2000,
74



https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0955395915001383
http://doi.wiley.com/10.1111/liv.12370
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0166451
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014067361060743X
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014067361060832X
http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/M16-0816
http://doi.wiley.com/10.1111/add.14128
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0104515
https://www.hri.global/files/2018/09/25/lost-decade-harm-reduction-funding-2018.PDF
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827816000039
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168827816303361
https://academic.oup.com/cid/article-lookup/doi/10.1093/cid/civ948
https://aasldpubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/hep.29500
http://academic.oup.com/cid/article/57/suppl_2/S32/397297/Injection-Drug-Use-and-Hepatitis-C-Virus-Infection
http://academic.oup.com/cid/article/57/suppl_2/S32/397297/Injection-Drug-Use-and-Hepatitis-C-Virus-Infection
https://academic.oup.com/aje/article-lookup/doi/10.1093/aje/kwn237

172(12), 588-591. DOI: 10.5694/j.1326-5377.2000.tb124124.x. ISSN  1326-5377 Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.5694/j.1326-5377.2000.tb124124.x

309 VINCE, A., D. PALMOVIC, N. KUTELA, Z. SONICKY, T. JEREN and M. RADOVANI. HCV genotypes in patients with
chronic hepatitis C in Croatia. Infection. 1998, 26(3), 173-177. DOI: 10.1007/BF02771846. ISSN 0300-8126.
Available from: http://link.springer.com/10.1007/BF02771846

310 MIAGOSTOVICH, M. P., F. B. DOS SANTOS, C. M. GUTIERREZ, L. W. RILEY a E. HARRIS. Rapid subtyping of
dengue virus serotypes 1 and 4 by restriction site-specific PCR. Journal of Clinical Microbiology. 2000, 38(3), 1286-
1289.

311 DAVIDSON, F., P. SIMMONDS, J. C. FERGUSON, et al. Survey of major genotypes and subtypes of hepatitis C
virus using RFLP of sequences amplified from the 5' non-coding region. Journal of General Virology. 1995, 76(5),
1197-1204. DOI: 10.1099/0022-1317-76-5-1197. ISSN 0022-1317. Available from:
http://igv.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-5-1197

312 Boom R., C. J. Sol, M. M. Salimans, C. L. Jansen, P. M. Wertheim-van Dillen and J. van der Noordaa. Rapid and
simple method for purification of nucleic acids. Journal of Clinical Microbiology. 1990, 28(3), 495-503. Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC269651/

313 LAU, J. Y.N., G. L. DAVIS, L. E. PRESCOTT, G. MAERTENS, K. L. LINDSAY, K. QIAN, M. MIZOKAMI a P. SIMMONDS.
Distribution of Hepatitis C Virus Genotypes Determined by Line Probe Assay in Patients with Chronic Hepatitis C
Seen at Tertiary Referral Centers in the United States. Annals of Internal Medicine. 1996, 124(10). DOI:
10.7326/0003-4819-124-10-199605150-00002. ISSN 0003-4819. Available from:
http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/0003-4819-124-10-199605150-00002

31411, 1. S, S. P. TONG, L. VITVITSKI and C. TREPO. Single-step nested polymerase chain reaction for detection of
different genotypes of hepatitis C virus. Journal of Medical Virology. 1995, 45(2), 151-155.

315 STUYVER, L., R. ROSSAU, A. WYSEUR, M. DUHAMEL, B. VANDERBORGHT, H. VAN HEUVERSWYN a G.
MAERTENS. Typing of hepatitis C virus isolates and characterization of new subtypes using a line probe
assay. Journal of General Virology. 1993, 74(6), 1093-1102. DOI: 10.1099/0022-1317-74-6-1093. ISSN 0022-1317.
Available from: http://jgv.microbiologyresearch.org/content/journal/igv/10.1099/0022-1317-74-6-1093

316 VECHETOVA, S., L. KREKULOVA, Z. OKTABEC a V. REHAK. Vysoka prevalence virové hepatitidy C ve vylougené
komunité brnénskych Romu. Epidemiologie Mikrobiologie Imunologie. 2019, 68(3), 115-121. Dostupné take z:
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-3-23/vysoka-prevalence-virove-hepatitidy-c-ve-
vyloucene-komunite-brnenskych-romu-119848

317 KOUYOUMIIAN, S. P., H. CHEMAITELLY and L. J. ABU-RADDAD. Characterizing hepatitis C virus epidemiology
in Egypt: systematic reviews, meta-analyses, and meta-regressions. Scientific Reports. 2018, 8(1). DOI:
10.1038/s41598-017-17936-4. ISSN 2045-2322. Available from: http://www.nature.com/articles/s41598-017-
17936-4

318 ACKELSBERG, J. and J. K. VARMA (coordinators). Hepatitis C in New York City: State of the Epidemic and Action
Plan. NYC Health, 2013.

319 MEHTA, S. H., B. L. GENBERG, J. ASTEMBORSKI, R. KAVASERY, G. D. KIRK, D. VLAHOV, S. A. STRATHDEE and D.
L. THOMAS. Limited Uptake of Hepatitis C Treatment Among Injection Drug Users. Journal of Community Health.
2008, 33(3), 126-133. DOI: 10.1007/s10900-007-9083-3. ISSN 0094-5145. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/s10900-007-9083-3

320 GREBELY, J., J. D. RAFFA, C. LAI, M. KRAJDEN, T. KERR, B. FISCHER and M. W. TYNDALL. Low uptake of treatment
for hepatitis C virus infection in a large community-based study of inner city residents. Journal of Viral Hepatitis.
2009, 16(5), 352-358. DOIl: 10.1111/j.1365-2893.2009.01080.x. ISSN  13520504. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2893.2009.01080.x

75


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.5694/j.1326-5377.2000.tb124124.x
http://link.springer.com/10.1007/BF02771846
http://jgv.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-76-5-1197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC269651/
http://annals.org/article.aspx?doi=10.7326/0003-4819-124-10-199605150-00002
http://jgv.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-74-6-1093
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-3-23/vysoka-prevalence-virove-hepatitidy-c-ve-vyloucene-komunite-brnenskych-romu-119848
https://www.prolekare.cz/casopisy/epidemiologie/2019-3-23/vysoka-prevalence-virove-hepatitidy-c-ve-vyloucene-komunite-brnenskych-romu-119848
http://www.nature.com/articles/s41598-017-17936-4
http://www.nature.com/articles/s41598-017-17936-4
http://link.springer.com/10.1007/s10900-007-9083-3
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2893.2009.01080.x

