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Biologia Molecolare ed Epatiti

Integrazione nella loro gestione clinica con
finalita di:
_1 Diagnosi delle forme acute e croniche

1 Prognosi e predittivita dell’efficacia
terapeutica

. Monitoraggio clinico e terapeutico
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Epatiti virali - Vie di trasmissione

/ enterica

Epatiti virali
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Clinica epatiti B e C: variabili influenti

Virus:

 Attivita replicativa
* “Viral load”

e Genotipo

e Mutazioni da ceppo
“wild type”

e Resistenza a farmaci
anti-virali

Paziente:

Eta (sesso)
Immunodepressione
Gravidanza

Trasmissione
verticale

Comorbidita
Genetica (L28R, IFN A)
Insulinoresistenza



CCongresso

NEVWMICRO

ESNE- = s HeTyYy

Biologia Molecolare ed epatiti B/ C
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HBV e Biologia Molecolare

» (HBV-DNA qualitativo)

» HBV-DNA guantitativo (“viral load”)
» Ricerca mutanti o varianti “escape”
» (Genotipizzazione

» Ricerca resistenze ad antivirall &
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litero Epatite acuta B:
marcatori sierologici

Sintomi

T ALT

Anti -HBe
HBV-DNA

Anti -HBc

\
Antl -HBS

4 8 1216 20 24 28 32 36 40
Settimane dopo | 'esposizione




Biologia Molecolare ed Epatite B acuta

1 Generalmente non necessaria

1 Utlle nella identificazione di:
= varianti HBV “escape”
= forme c.d. Occulte
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OBI (Occult B Infection)

Vero e Falso portatore occulto di HBV
G. Raimondo et al, J Hepatol 2008

OBl “false” OBI

HBV DNA levels 1
< 200 IU/ml

Infection with

escape mutants

; HEBV DNA levels
Primary occult |
HE;‘:E AT_lSt . comparable to

overt infection

HBsAg lost Progressive antibody
during CH disappearance

L=

Journal of

ks Hepatology
ELSEVIER Journal of Hepatology 49 (2008) 652657 -

www elsevier. comflocatefjhep

Statements from the Taormina expert meeting on occult hepatitis
B virus infection™

Giovanni Raimondo! ", Jean-Pierre Allain®, Maurizia R. Brunetto?,
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Cronicizzazione: decorso S|erolog|co tlplco

HBYV DNA
Acuta Cronica
(6 mesi) (anni)

HBSAgQ
Total anti -HBc

-~

/

/

/I
,4
/ IgM anti -HBc
T ‘I} |

0 4 8 12 16 zo 24 28 32 36, 52 -
Settimane depe) I{eSPeSIZIGNEe
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HBV-DNA: indicatore prognostico

Relazione tra livelli di HBV DNA e
sviluppo di cirrosi

4 [ Baseline HBV DNA Level
=1.0x108 r
1.0-9.9x10° [.J_J
—— 1099x10% /
=47 300-9.9%x10% ——/H
<300 /_,-/N
rfr"' .o
2 Gl . . . . . . .
Y Relazione tra livelli di HBV DNA e indice di

Cumulalive incidence of liver cirrhosis

s attivita istologica.
A= 77’_{_'__’1_;_ = . . g' L .
e " P Una review di 26 studi prospettici
. il —
&l ,(C‘ e
5 1 3 3 & 3 &6 7 & 5 % W & e
Year of follow-up )
'g 10
lloeje, Gastroenterology 2006 é‘ 8 0
5 D38
*5‘ 6
< o
E 4
% 2 <> O
= 0 2 4 6 8 10 12

HBYV DNA level log cp/mL

From: Mommeja-Marin H, Hepatology. 2003.
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Livelll HBV DNA ed evoluzione

Viral Load at Baseline

Multivariata-
rischio relativo di cirrosi (n=3482)

Incidenza Cumulativa di HCC
_ (%) (n=3653)

10.6

9.7
14.89%

12.17%

3.57%
1.30% 1.37%

M <300 (Undetectable) 300-9999 10,000-99,999 M 100,000-999,999 B >1 million

Chen CJ et al. JAMA. 2006;295:65-73.
lloeje UH et al. Gastroenterology. 2006;130:673-686.
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Cronicizza A>D Rischio fibrosi C>B
Pre core mutazione B,C,D>A Rischio mortalita F>A o D
HBeAg sieroconv B versus C Risposta a IFN A>D, B>C
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= Genotipo C

= Piu spesso associato con malattia epatica
severa e HCC rispetto al genotipo B

= Genotipo B

= Associato con sieroconversione da HBeAg
ad anti-HBe in eta piu giovane rispetto al
genotipo C

= GenotipiAeB

= Pju alto tasso di risposta antivirale e
perdita HBeAg in seguito a terapia con
peglFN alfa rispetto al genotipo D e C

Keeffe EB, et al. Clin Gastroenterol Hepatol. 2006;4:936-962.

----------
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HBV

HBV Genotyping

Line Probe Assay

Marker line
Conj. control
Amp. control

Genotype A

Genotype B

Genotype C

Genotype D

Genotype E

Genotype F

Genotype G '
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25-30%

60-65%

<

35-40%
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Terapie per Epatite B Cronica

Antigen
Interferone g /**

o Cell

T helper cell

Cytotoxic T cell
Azione Antivirale J\ / Natural killer cell

Nucleoside/

: o nucleotide
Azione Antivirale analoghi
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Terapia epatite B: due approcci diversi

Interferone (PEG-IFN)
d Meccanismo immunostimolante-antivirale
d Terapia “finita” (48 settimane)

Analoghi nucleosid(t)ici (NUCSs)
1 Meccanismo antivirale puro
1 Terapia “long term”
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HOW, WHOM and WHEN TO TREAT
and WHAT STRATEGY
The STRESA Paradigma

Liver Disease Stage

mild moderate severe cirrhosis decompensated
Ishak:
S0-51 S3 S4 S5 S6

I

ELEVATED ALT ——— ANY ALT

HBeAg pos:/ HBV-DNA >20.0001U/mL § ¥ >200 IU/mL

HBV-DNA > 2.000 IU/mL * >200 IU/mL

Consider Treatment TREAT
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~ Scopo monitoraggio terapia
EpatitiB e C

1 Misura efficacia antivirale:HBvV HCV
1 Predizione dell'outcome: HBV,HCV

1 Modifica precoce della terapia
e sospensione per inefficacia: HCV

e adattamento: HBV & |\
J Diagnosi di resistenza: HBV £ 1% \
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Risposta virologica HBV

HBV-DNA <2000 Ul/mL

Risposta ad IFN .
alla 24 sett. terapia

VTSR PR VTR b 1LY
ﬂlnhi: Hmﬁlhﬂ

Risposta a NUCs

entro 48 sett. terapia

EASL Clinical Practice Guidelines:
Management of I nic hepatitis B

=
HBV-DNA <15 Ul/mL !
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Terapia Epatite B cronica

HBV-DNA below level of detection
after 1 year of therapy

- Lamivudine (Zeffix, Epivir) 36-72%
ce

Entecavir (Baraclude) 67-90%

oy Tenofovir (viread) |
Tenofovir (Viread 76-94Y
o W ( ) :

Lai CL, etal. Hepafology 2005, 42: 7484 (AASLD Abstract LEBO1); Lau G, et al. NEJM 2005, 352:2882-269% Chang T-T, etal. NEJM
2006, 324:1000-1010; Marcellin P, et al. NEJM 2003;348:808-816; Marcellin et al., AASLD 2007, Heathcote et al., AASLD 2007
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_ - Farmacmanti L

Nucleosidi analoghi

Nucleotidi analoghi

LdT

ATTIVITA® ANTIVIRALE : potenza e barriera genetica

Potenza

Barriera genetica




CfCongres=so

............

Resistenza ad analoghi nucleos(t)idici

[JYear 1
[0 Year 2
M Year 3
M Year 4

B Year 5
Year 5

Year 3

% o < X
%, O N TR % SR G N NN
% N
9, o

%

Lai et al. Clin Infect Dis. 2003;36:687-96; Lok et al Gastroenterology 2003; 125 : 1714-1722; Zoulim et al J Viral Hepatitis 2006;13:278-288; Hadzyiannis
et al NEJM 2005; 352 : 2673-2681; Chang et al. NEJM 2006; 351: 1001-1010; Lai et al NEJM 2006; 354: 1011-1020;

Lai et al Abstract # 91, AASLD 2006. Colonno R et al. Abstract #110, AASLD 2006. Globe study. Data on file. Keefee et al. Clin Gastroenterol Hepatol
2008; 6:268-274.
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Mutazmm neI genoma HBV causa di
resistenza ad antivirall

Terminal protein  Spacer Reverse transcriptase

Adefovir-resistant mutations Al181V

Entecavir-resistant mutations orT N236T K241E
(requires pre-existing M204I1/V mutation)

Telbivudine-resistant mutations

S . 1169 ° ; | S202
Lamivudine-resistant mutations T184 K318Q

M250

K. Kowdley.
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Ibridazione inversa
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Profili di Resistenza indotti da mutazioni virali
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Ist immester check: ¥
: lets INR 1If active discasc/suspect
patic pascl. ! 3| cirmhosis — consider treatment

HBcAb?, HBsAb, HieAg, ; i :
HBeAb, quantitative HBV DNA wilh lamivedine or teaofovir

Hepatitis B Therapy in Pregnancy
‘Curr Hepatitis Rep (2010) 9:197-204 |
Matalie H. Bzowej

HBY DNA at 1, 3, 6 montha
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Versant HEV DNA
3.0 (bDNA, Siemens)
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Cobas Tagman HBVY
(Roche)
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RealArt HBV LC PCR
(Artus Biotech)
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Abbot Real-time HBY
(Abbott)

Versant HEV DNA 1.0
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Virus Epatite C

Envelope

SGenoma R—

2500 nucleotidi

Poliproteina sintetizzata dal virus

3011 AA

NS4A NS4B NS5A NS5B

NC E1 P7 MN52 NS3
EE._I:I-I:I--\

Strutturali Non Strutturali

-

Mutazioni del genoma durante la
replicazione virale con formazione di
varianti virali definite QL4 STSPECTE
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Prevalenza HCV nel mondo

Europe
48 .9 million

(1. 03%) Western Pacific
{;f:ﬁz.z million

The Americas (3.9%)

13.1 million ‘ s
(1.7%) : : € Southeast Asia
~4 32.3 million

: . b astern \! %)
Africa Mediterranean &&
31.9 million ‘ 1.3 million
(5.3%) £4.6%)

Stimati 170-180 milioni di portatori (3,1%) globale

v >

World Health Organization. Hepatitis C: global prevalence: update. 2003. Farci P, et al.
Semin Liver Dis. 2000;20:103-126. Wasley A, et al. Semin Liver Dis. 2000;20:1-16.




HCV e Biologia Molecolare

» (HCV-RNA gqualitativo)
» HCV-RNA quantitativo (“viral load”)
» (Genotipizzazione
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Marcatori di Infezione da HCV

Epatite acuta che guarisce Epatite acuta che cronicizza

anti-HCV Anti-HCV
Sintomi +/- // Sintomit+/-
I\ / N
HCV RNA
Ag

01 2 3 45 6 1 2 3 4 01 2 3 4 5 6 1 2 3 4
mesi anni mes anni

Tempo dopo esposizione Tempo dopo esposizione
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Kit HCV-RNA: sensibilita e ranges dinamici

NI SuperQu I

Roche AMPLICOR HCV 2.0

Siemens VERSANT HCV RNA
Qualitative (TMA)

ol Swerduant |

Roche AMPLICOR HCV
MONITOR 2.0

Siemens VERSANT HCV
RNA 2.0 (bDNA)

Abbott Relime HCY B
Roche COBAS TagMan
HCV Test HPS -
Roche COBASAmplprep S
COBAS TagMan HCV Test

2 4 b 8
HCV RNA Concentration in log,, [U/ml
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Biologia Molecolare ed Epatite C acuta

1 Generalmente non necessaria

 Utile nella identificazione di:
= fasl pre-sierologiche

= trasmissione verticale (monitoraggio
neonato 0,3,12 mesi)
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HCV genotipi
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Figure 5. Geographic distribution of hepatitis C viral species.
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Genotipo e risposta alla terapia

I genotipi 1 (a,b) e 4 presentano una minore
risposta alla terapia

d “Viral load baseline” e genotipo sono | due
principali predittori indipendenti di risposta
sostenuta alla terapia (SVR)

J Sono previsti schemi posologici differenziati tra
genotipl (dose e durata terapia)

] Tuttavia pazienti con lo stesso genotipo e con gl
stessi livelli di viremia basale hanno differenti
risposte alla terapia — anche altri fattori

condizionano la risposta alla terapia (insulinoresistenza,
mutazione IL28R per IFN 1)
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l HCV genotype
HCV-1 (4,5,6) HCV-2,3
RNA quantification
soc SOC
48 weeks 24 weeks
Ribavirin {1000-1-100 mg.d1) Ribavirin (800 mg.d)
RNA qmnmcatlnn at w4
HCV F!NA HCV RNA RNA quantification at W4
| umratactabla detectable
Consider 24 HCV RNA HCV RNA
weeks of RNA quantification at W12 undetectable detectable
therapy"
r Decrease = 2 Log
Decrease < 2 Log Decrease = 2 Log HOV BNA
HCV RNA detectable
undetectable
Continue Rx until W24
If HCV RNA
& Consider 16
Stop antiviral undetetectable Continue Rx

treatment Continue Rx Until Continue Ra unts W48 "m“'“’ o until W24

TIn patients with a low viral load at baseline (<400 000 ILUmLY, 3In patients with a low viral load at basedine (400,000-600,000 |LmL)
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v HCV RNA or HBV DNA testing

HBV, NUCs

-4 0 4 12 24 48 72 o
Weeks of therapy
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"R""lsposta V|rolog|ca alla terapia:
HCV-RNA

» RVR: negativo a 4 settimane di terapia

» EVR: completa — negativo a 12 sett.
parziale — calo > 2 logw. a 12 sett.

» NR: < 2 log. da valori base a 12 sett.

» NoN-VRVR : calo <0.8 log. a 48 ore
predittivita negativa per SVR

» SVR: negativitd a 6 mesi da fine terapia
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Definizione della risposta virologica
alla 4 e 12 settimana di terapia

RVR = undetectable HCV RNA at week 4

-
£
- cEVR = no RVR but undetectable HCV
Y RNA at week 12
< ““ pEVR = no RVR and detectable HCV RNA,
E but >2 log,, drop at week 12
S
<
=z >2 I{) IEE NN NN EER N
< Y10
>
E:
EOTR SVR
Undetectable
HCV RNA .
(<50 1U/mL) :
0 4 12 24 48 72

Weeks of therapy
RVR = rapid virological response; cEVR = complete early virological response;
pEVR = partial early virological response.
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Monitoraggio terapia epatite C genotipo 1
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Monitoraggio terapia epatite C genotipo 2/3




HBV DNA — HCV RNA

Il rilevamento
del genoma virale e il parametro
piu attendibile
per la diagnosi e per |l
monitoraggio dell'infezione

Tecniche di biologia molecolare
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Take-home Messages

Nella gestione delle epatiti B e C la
Biologia Molecolare e in grado di:
J Confermare la diagnosi (f. acute e croniche)
U Definire indici prognostici

U Orientare la scelta di opzioni terapeutiche
(farmaco, posologia, durata, sospensione)

J Monitorare outcome clinico e terapeutico
O Confermare trasmissione materno -fetale
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