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1. Wstêp

Wirusowe zapalenie w¹troby typu C stanowi glo-
balny problem zdrowotny. Zaka¿enie wirusem zapale-
nia w¹troby typu C (HCV) u oko³o 80% chorych prze-
chodzi w zaka¿enie przewlek³e, którego skutkiem mo¿e
byæ w³óknienie, marsko�æ w¹troby i rak w¹trobowo-
komórkowy [23]. Szacuje siê, i¿ na �wiecie jest 170 mln
osób zaka¿onych HCV [7, 35]. Nie ma dok³adnych
danych dotycz¹cych epidemiologii tego wirusa w�ród
populacji polskiej. Dostêpne s¹ jedynie informacje do-
tycz¹ce wybranych grup ryzyka. Czêsto�æ wystêpowa-
nia anty-HCV w�ród kandydatów na dawców krwi
wynosi 0,86% [32]. Wysokie rozpowszechnienie prze-
ciwcia³ anty-HCV odnotowuje siê u osób, które co naj-
mniej raz przyjmowa³y narkotyk pod postaci¹ iniekcji,
60% [30] oraz osób dializowanych, 23�44% [29].

HCV nale¿y do rodziny Flaviviridae, jest wirusem
os³onkowym i zawiera materia³ genetyczny pod posta-
ci¹ nici RNA o dodatniej polarno�ci. Pojedyncza otwar-
ta ramka odczytu (ORF) koduje poliproteinê, z której
na skutek kotranslacyjnego oraz potranslacyjnego dzia-

³ania komórkowych i wirusowych proteaz generowa-
nych jest 10 bia³ek. W�ród nich wystêpuj¹ bia³ka struk-
turalne: bia³ko rdzenia, bia³ka os³onki (E1, E2), p7
oraz bia³ka niestrukturalne, nazwane odpowiednio NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A oraz NS5B. ORF oflan-
kowana jest niezwykle konserwatywnymi regionami,
które nie ulegaj¹ translacji � NTRs (nontranslated re-
gions) [9]. 5� NTR zawiera sekwencjê IRES (internal
ribosome entry site) niezbêdn¹ w procesie translacji
poliproteiny [5,14].

Izolaty HCV charakteryzuj¹ siê du¿ym zró¿nicowa-
niem pod wzglêdem sekwencji. Uwa¿a siê, i¿ wynika
to z niskiej wierno�ci i braku funkcji naprawczych
RNA-zale¿nej polimerazy RNA (NS5B). Znanych jest
6 g³ównych genotypów HCV oraz kilkadziesi¹t podty-
pów. Zró¿nicowanie to wp³ywa na szereg cech wirusa.
Genotyp 1 jest najbardziej rozpowszechniony na �wie-
cie i zaka¿enie tym genotypem najczê�ciej prowadzi
do uszkodzeñ w¹troby oraz nowotworów [4, 11, 41].
Ró¿nice wystêpuj¹ równie¿ w odpowiedzi na terapiê
antywirusow¹. Pacjenci zaka¿eni genotypami 1, 4,
5 i 6 zdecydowanie gorzej odpowiadaj¹ na leczenie
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interferonem ni¿ chorzy z genotypami 2 i 3 [41, 42].
Bior¹c pod uwagê te fakty system replikacji HCV
w liniach komórkowych (system replikacji in vitro)
oparty na materiale genetycznym genotypu 1, powi-
nien mieæ najwiêksze znaczenie w prowadzeniu badañ
nad terapi¹ antywirusow¹.

2. Zwierzêce modele badawcze HCV

Mimo wielu badañ nie uda³o siê stworzyæ sku-
tecznej szczepionki oraz standardów leczenia, które
dawa³yby satysfakcjonuj¹ce rezultaty. Eksperymenty s¹
utrudnione ze wzglêdu na brak odpowiedniego modelu
zwierzêcego do badañ. Jedynymi zwierzêtami, u których
dochodzi do zaka¿enia HCV s¹ szympansy. Przepro-
wadzanie badañ na ma³pach wi¹¿e siê z jednej strony
z bardzo du¿ymi kosztami, a z drugiej strony obarczone
jest problemami etycznymi. Dlatego prowadzono eks-
perymenty w celu uzyskania myszy, które ulega³yby
zaka¿eniu przez HCV. M e r c e r  wraz ze swoim
zespo³em, korzystaj¹c z transgenicznych gryzoni (SCID-
mouse; severe combined immunodeficient mice), stwo-
rzy³ myszy posiadaj¹ce chimeryczne w¹troby zbudowa-
ne z ludzkich oraz mysich hepatocytów. Po zaka¿eniu
tych zwierz¹t HCV wykrywano w w¹trobie wirusowe
RNA [25]. Jednak ze wzglêdu na fakt, i¿ myszy by³y
pozbawione prawid³owo dzia³aj¹cego uk³adu odporno�-
ciowego, nie mog³y one s³u¿yæ jako model do badañ
nad szczepionk¹, czy now¹ terapi¹ antywirusow¹ [26].

W 1989 roku Choo i wsp. przy pomocy metod bio-
logii molekularnej zidentyfikowali HCV. Uda³o siê tego
dokonaæ poprzez analizê biblioteki cDNA, skonstruo-
wanej na podstawie RNA wyizolowanego z surowicy
pacjenta chorego na wirusowe zapalenie w¹troby typu
nie-A, nie-B [8]. Od tego czasu prowadzone s¹ badania
nad stworzeniem wzorcowego modelu hodowli komór-
kowej, umo¿liwiaj¹cej namna¿anie wirusa in vitro.
Mo¿liwo�æ replikacji HCV w linii komórkowej pozwo-
li³aby na pog³êbienie wiedzy na temat cyklu replikacyj-
nego wirusa, interakcji patogenu z komórkami oraz na
sprawdzenie skuteczno�ci potencjalnych zwi¹zków anty-
wirusowych. Ostatni aspekt badañ jest niezwykle wa¿ny,
gdy¿ obecnie stosowana terapia przeciw HCV oparta
na podawaniu pegylowanego interferonu i rybawiryny
jest skuteczna jedynie u oko³o 50% pacjentów, a ponadto
prowadzi do wielu dzia³añ niepo¿¹danych [36, 40].

3. Pierwsze próby stworzenia systemu replikacji
wirusa zapalenia w¹troby typu C

Pierwsze badania, które pos³u¿y³y do stworzenia
systemu replikacji HCV w liniach komórkowych, pole-
ga³y na stworzeniu infekcyjnego cDNA wirusa. Ekspe-

ryment ten zosta³ wykonany w 1997 roku przez dwie
niezale¿nie pracuj¹ce grupy badawcze [19, 37]. Genom
wirusa (o genotypie 1a) nazwany �H77�, zosta³ wyizo-
lowany z surowicy zaka¿onych pacjentów, nastêpnie
przepisany na cDNA przy pomocy odwrotnej trans-
krypcji i wklonowany w odpowiedni wektor plazmi-
dowy. Plazmidy zawieraj¹ce pe³nej d³ugo�ci HCV
cDNA (pCV-H77), zosta³y zlinearyzowane poprzez
ciêcie enzymem restrykcyjnym i pos³u¿y³y jako ma-
tryca do przeprowadzonej in vitro transkrypcji z zasto-
sowaniem T7 RNA polimerazy. Tak przygotowanym
materia³em zaka¿ano szympansy, poprzez bezpo�redni¹
iniekcjê do w¹troby. ¯aden z klonów H77 nie by³
zaka�ny [37]. Opieraj¹c siê na wynikach tych badañ
C h u n g  i wsp. zmodyfikowali konstrukt pCV-H77
dodaj¹c na koñcu 3� genomu H77 rybozym wirusa del-
ta (hepatitis D virus) oraz terminator T7 wirusa kro-
wianki, za� na koñcu 5� promotor T7. Konstrukty
nastêpnie by³y transfekowane do dwóch linii komór-
kowych: HepG2 i CV-1. Replikacja mia³a zachodziæ
przy udziale dodanej do zaka¿onej hodowli zrekom-
binowanej polimerazy T7. Jednak wynik pozytywny
(replikacjê wirusa HCV) uzyskano jedynie w przypad-
ku hodowli CV-1 [10].

Badania nad replikacj¹ wirusa HCV z wykorzys-
taniem konstruktów zawieraj¹cych pe³nogenomowe
cDNA H77 by³y prowadzone w ró¿nych o�rodkach,
jednak ¿adne z nich nie dawa³y satysfakcjonuj¹-
cych wyników [2, 20]. Replikacja HCV zachodzi³a
na bardzo niskim poziomie i nie uda³o siê zaadopto-
waæ hodowli komórkowej tak, aby otrzymaæ wysoki
poziom replikacji wirusa [12]. Nale¿y pamiêtaæ o tym,
i¿ badanie replikacji wirusa przy pomocy technik
RT-PCR w tego typu eksperymentach jest niezwykle
skomplikowane ze wzglêdu na obecno�æ du¿ych ilo�-
ci DNA plazmidowego, które pos³u¿y³y do transfekcji
komórek [26].

4. Replikacja subgenomowego RNA
wirusa zapalenia w¹troby typu C

Ze wzglêdu na ma³¹ efektywno�æ replikacji pe³no-
genomowego RNA wirusa w liniach komórkowych, po-
dejmowano próby tworzenia replikonów zawieraj¹cych
subgenomowe RNA [1, 15, 16, 24, 27]. L o h m a n n
i wsp. jako pierwszy stworzy³ subgenomowy replikon,
który replikowa³ siê w linii komórkowej Huh-7 (hepa-
toma cell line). Jako materia³ wyj�ciowy do stworze-
nia konstruktu pos³u¿y³o RNA o genotypie 1b, wyizo-
lowane z w¹troby pacjenta przewlekle zaka¿onego
HCV. Przy pomocy reakcji RT-PCR przepisano na
cDNA i namno¿ono ca³¹ ORF wirusa. Ze wzglêdu na
istotn¹ rolê sekwencji 3� i 5� NTR w procesie replika-
cji, zosta³y one zamplifikowane w dwóch oddzielnych
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reakcjach RT-PCR, tak aby zapobiec utracie koñco-
wych nukleotydów podczas reakcji ³añcuchowej poli-
meryzacji. Na podstawie namno¿onych fragmentów
stworzono cztery bicistronowe plazmidy zawieraj¹ce
ró¿ne warianty sekwencji wirusowych (Rys. 1).
Wszystkie rozpoczyna³y siê od sekwencji 5� HCV-
IRES, genu neo (koduj¹cego fosfotransferazê neomy-
cyny), EMCV-IRES oraz sekwencji HCV (odpowied-
nio w dwóch wariantach rozpoczynaj¹c od NS2 lub
NS3 do autentycznego koñca 3� RNA), z wprowadzon¹
delecj¹ w obrêbie NS5B oraz bez delecji. Po przepisa-
niu sekwencji na RNA, transfekowano nim komórki
Huh-7, a nastêpnie hodowlê prowadzono z dodatkiem
neomycyny. IRES wirusa zapalenia mózgu i miê�nia
sercowego (EMCV) umo¿liwia³ bezpo�redni¹ trans-
lacjê wirusowej poliproteiny, za� obecno�æ genu
neo nadawa³a oporno�æ na neomycynê komórkom,
w którym dochodzi³o do replikacji i translacji repliko-
nu HCV. Wyniki eksperymentu L o h m a n n a  by³y
obiecuj¹ce, uzyskano klony oporne na neomycynê, co
�wiadczy³o o zachodz¹cej replikacji sekwencji wiru-
sowych. W przypadku zastosowania do transfekcji
konstruktów z delecj¹ w genie NS5B uzyskiwano zde-
cydowanie mniejszy poziom replikacji ni¿ w przy-
padkach bez mutacji. Ponadto, nie zauwa¿ono ró¿nic
w zdolno�ci namna¿ania replikonów z sekwencj¹ ko-
duj¹c¹ NS2 oraz bez niej, co wykluczy³o rolê bia³ka
NS2 w procesie replikacji HCV [24]. W uzyskanych
liniach komórkowych, replikacjê sekwencji wiruso-
wych wykrywano nawet po roku prowadzenia ci¹g³ej
hodowli pod presj¹ antybiotyku. Wydaje siê, i¿ mo¿na
mówiæ o wysokiej stabilno�ci tych replikonów [27].

Do�wiadczenia wykonane przez L o h m a n n a
i wsp. zapocz¹tkowa³y eksperymenty prowadz¹ce do
udoskonalenia metod replikacji materia³u genetyczne-

go HCV in vitro. Wyniki tych badañ nie tylko da³y
nadziejê na stworzenie metodyki replikacji ca³ego
genomu HCV, ale równie¿ udowodni³y mo¿liwo�æ
zastosowania tego typu do�wiadczeñ w poznawaniu
cyklu replikacyjnego wirusa oraz funkcji poszczegól-
nych bia³ek. Powa¿nym ograniczeniem tej metody by³
brak mo¿liwo�ci tworzenia cz¹steczek wirusowych, ze
wzglêdu na brak sekwencji koduj¹cych bia³ka struk-
turalne w obrêbie replikonu.

A l i  i wsp. zaobserwowa³ replikacjê subgenomo-
wego RNA w linii komórkowej HEK 293 (Human
Embryonic Kidney), transfekowanej wcze�niej przy
pomocy bicistronowego replikonu stworzonego przez
L o h m a n n a  [1, 24]. Wynik tych badañ zasugerowa³
mo¿liwo�æ replikacji genomu HCV w ró¿nych rodza-
jach komórek, co ma istotne znaczenie miêdzy innymi
ze wzglêdu na sposób leczenia wirusowego zapalenia
w¹troby typu C. Ju¿ wcze�niej badania polsko-amery-
kañskiej grupy naukowców potwierdzi³y replikacjê
HCV w innych komórkach ni¿ hepatocyty (komórki
jednoj¹drowe krwi obwodowej, szpiku kostnego, tkan-
ki mózgowej oraz wiele innych), natomiast nie uda³o
siê dokonaæ replikacji in vitro RNA wirusa w innej ni¿
hepatoma (rak w¹trobowokomórkowy) linii komórko-
wej [21]. Pod tym wzglêdem eksperyment A l i� e g o
by³ prze³omowy. Kontynuowane przez niego bada-
nia pozwoli³y na zaobserwowanie istotnych zmian
w skuteczno�ci hamowania replikacji replikonu HCV
w liniach Huh-7 i HEK 293 po zastosowaniu inter-
feronu alfa. Stê¿enie IFN-", które w 50% hamowa³o
replikacjê wirusa w przypadku linii HEK 293 by³o a¿
14 razy wiêksze ni¿ w Huh-7 [1]. Wynik ten oraz fakt,
i¿ RNA HCV ulega replikacji w ró¿nych komórkach,
potwierdzi³y sens prowadzenia badañ nad replikacj¹
oraz jej inhibicj¹ w ró¿nych liniach komórkowych.

Rys. 1. Schemat przedstawiaj¹cy sekwencje subgenomowego replikonu HCV. Pierwszy schemat
przedstawia  organizacjê genomu HCV, za� cztery kolejne to bicistronowe replikony (opis w tek�cie).
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Ze wzglêdu na zró¿nicowanie HCV pod wzglêdem
genotypów, badania nad replikacj¹ RNA w liniach ko-
mórkowych prowadzone by³y równie¿ w kierunku two-
rzenia subgenomowych replikonów na podstawie RNA
o innych genotypach ni¿ opisany powy¿ej 1b [15, 16].
Brak mo¿liwo�ci utworzenia efektywnego systemu
replikacyjnego z wykorzystaniem ca³ego cDNA geno-
typu 1a [2, 10, 19, 20, 37] nie zniechêci³ naukowców do
pracy nad subgenomowym replikonem. W 2003 roku
G u  i wsp. utworzy³ subgenomowy replikon z za-
stosowaniem materia³u genetycznego szczepu H77
(genotyp 1a) [15]. Schemat eksperymentu by³ bardzo
podobny do tego, który przeprowadzi³ L o h m a n n
w 1999 roku [24]. Konstrukt zawiera³ 5� HCV IRES,
gen neo, EMCV IRES oraz sekwencje wirusowe po-
cz¹wszy od NS3 do koñca 3� NTR. Jako kontrolê
zastosowano konstrukt zawieraj¹cy analogiczne se-
kwencje genotypu 1b. Po przeprowadzonej in vitro
transkrypcji, powsta³e RNA elektroporowano do linii
Huh-7 i prowadzono hodowlê z dodatkiem neomycyny.
W przypadku genotypu 1a replikacja nie zachodzi³a.
Wydaje siê, i¿ nie dochodzi³o do translacji RNA wiru-
sowego i tworzenia bia³ek wirusowych niezbêdnych
w procesie replikacji [15]. Dalsze do�wiadczenie po-
zwoli³y na wysuniêcie hipotezy, i¿ pierwsze 200 nu-
kleotydów sekwencji NS3 genotypu 1a mo¿e tworzyæ
drugorzêdow¹ strukturê uniemo¿liwiaj¹c¹ przy³¹cze-
nie rybosomów do EMCV IRES [16]. Z tego powodu
G u  podj¹³ próbê stworzenia chimerycznych repliko-
nów 1a-1b. Zmieni³ swój konstrukt poprzez zamianê
75-nukleotydowej sekwencji koduj¹cej N-terminalny
region NS3 na odpowiadaj¹c¹ temu fragmentowi se-
kwencjê genotypu 1b. Po elektroporacji do linii Huh-7
i hodowli z dodatkiem neomycyny uda³o siê uzyskaæ
replikacjê sekwencji wirusowych. Mimo wszystko re-
plikacja w przypadku genotypu 1a by³a kilkakrotnie
s³absza ni¿ w przypadku 1b. Poziom bia³ka NS5B
(RNA zale¿nej polimerazy RNA) by³ 5�10 razy mniej-
szy, kiedy do elektroporacji zastosowano chimeryczny
replikon [15]. G u  i wsp. kontynuowali swoj¹ pracê
w kierunku sprawdzenia i porównania efektywno�ci
interferonu alfa w inhibicji replikacji obu replikonów.
Okaza³o siê, i¿ replikony koduj¹ce polimerazê geno-
typu 1a by³y mniej wra¿liwe na dzia³anie interferonu.
Wyniki tych badañ potwierdzaj¹ znany fakt, i¿ geno-
typy HCV w ró¿ny sposób reaguj¹ na terapiê anty-
wirusow¹ [39, 42].

5. Replikacja pe³nogenomowego RNA
wirusa zapalenia w¹troby typu C in vitro
oraz tworzenie zaka�nych cz¹stek wirusowych

Pomimo, i¿ nie uda³o siê stworzyæ systemu repli-
kacji HCV in vitro na podstawie pe³nogenomowego
RNA �H77�, naukowcy nie przestali prowadziæ badañ

w kierunku replikacji innego pe³nogenomowego ge-
notypu wirusa [6, 22, 34, 38, 39, 44]. W 2005 roku
pojawi³o siê pierwsze doniesienie o udanej próbie re-
plikacji ca³ego genomu HCV w linii komórkowej [34].
Jako materia³ genetyczny wirusa pos³u¿y³o RNA ge-
notypu 2a (JFH1 � Japanese Fulminant Hepatitis) wy-
izolowane od japoñskiego pacjenta z piorunuj¹cym
zapaleniem w¹troby. Przepisany na cDNA pe³nej d³u-
go�ci RNA zosta³ wklonowany w plazmid. Produkt
przeprowadzonej in vitro transkrypcji zosta³ transfeko-
wany do linii Huh-7. Wyniki tego eksperymentu by³y
zaskakuj¹ce. Ju¿ po 24 godzinach hodowli wykrywano
w komórkach obecno�æ pe³nogenomowego JFH1, za�
po 72 godzinach w 70�80% komórek obecno�æ bia³ka
rdzeniowego oraz bia³ek niestrukturalnych wirusa.
�wiadczy³o to o wysokim poziomie replikacji w komór-
kach transfekowanych przy pomocy JFH1. W super-
natancie pohodowlanym znajdowane by³y, przy za-
stosowaniu technik mikroskopii elektronowej, cz¹stki
wirusowe o �rednicy oko³o 55nm, czyli wielko�ci¹ nie
odbiegaj¹ce od cz¹stek HCV opisywanych w pi�mien-
nictwie [33]. Cz¹stki te by³y zaka�ne zarówno w sto-
sunku do linii Huh-7, jak i szympansów. Eksperyment
W a k i t� y  i wsp. by³ pierwsz¹ udan¹ prób¹ przepro-
wadzenia replikacji HCV in vitro z uzyskaniem zaka�-
nych cz¹stek wirusowych. Ponadto pos³u¿y³ do po-
twierdzenia wysuwanej wcze�niej hipotezy, i¿ CD81
uczestniczy we wnikaniu wirusa do komórki [13, 28,
31, 43]. Zastosowanie swoistych przeciwcia³ skiero-
wanych przeciwko CD81 hamowa³o zaka�no�æ JFH1
w stosunku do linii Huh-7 [34]. Z h o n g  i wsp. kon-
tynuowa³ badania z zastosowaniem przeciwcia³. Inku-
bowa³ JFH1 z przeciwcia³ami anty-E2, a nastêpnie
zaka¿a³ nimi komórki linii Huh-7. W komórkach tych
obserwowano 5 razy mniejsze stê¿enie HCV RNA,
ni¿ w komórkach kontrolnych, zaka¿onych JFH1 [44].
Potwierdzi³o to wcze�niejsze przypuszczenia, i¿ inter-
akcja bia³ka E2 z CD81 jest kluczowa w procesie wni-
kania wirusa do komórek [13, 28, 31, 43].

Dalsze eksperymenty pozwoli³y na uzyskanie linii
komórkowej zawieraj¹cej zintegrowany z genomem
pJFH1. Przy pomocy technik in¿ynierii genetycznej
zintegrowano cDNA HCV z genomem komórek linii
Huh-7. W ten sposób uzyskano liniê komórkow¹, która
w stabilny sposób produkowa³a cz¹stki wirusowe. Ich
zdolno�æ do infekcji by³a hamowana przez zastosowa-
nie monoklonalnych przeciwcia³ przeciw CD81 oraz
E2. C a i  i wsp. udowodnili równie¿ hamuj¹cy wp³yw
interferonu alfa na replikacjê pe³nogenomowego RNA
HCV z konstruktu cDNA zintegrowanego z genomem
komórki, co potwierdzi³o skuteczno�æ terapii inter-
feronem w przypadku zaka¿enia genotypem 2a [6].

Ze wzglêdu na wspomniane ju¿ zró¿nicowanie
HCV pod wzglêdem genotypów, podejmowano próby
stworzenia systemu replikacji opartego na pe³nogeno-
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mowych RNA o ró¿nych genotypach [3, 17, 18, 22].
Ciekawe wyniki uzyska³ L i n d e n b a c h  po stworze-
niu chimerycznych pe³nogenomowych replikonów. Za-
mieniono sekwencje koduj¹ce bia³ka strukturalne oraz
bia³ko NS2 w JFH1 na odpowiadaj¹ce temu sekwencje
genotypu 1a (H77). Uzyskan¹ chimerê transfekowano
do linii Huh-7. Replikon 1a/2a replikowa³ siê w komór-
kach, natomiast powsta³e w ten sposób cz¹stki wiruso-
we nie by³y zaka�ne in vitro. Wyniki te zasugerowa³y,
i¿ pomiêdzy sekwencjami koduj¹cymi strukturalne
i niestrukturalne bia³ka mog¹ zachodziæ interakcje nie-
zbêdne do utworzenia prawid³owo dzia³aj¹cego syste-
mu replikacji HCV in vitro [22].

W 2006 roku pojawi³o siê doniesienie o mo¿liwo�ci
produkcji cz¹stek zaka�nych genotypu 1a HCV w linii
Huh-7 [39]. Mia³o to olbrzymie znaczenie ze wzglêdu
na du¿e rozpowszechnienie tego genotypu w�ród osób
zaka¿onych HCV oraz wiêksz¹ tolerancjê na leczenie
interferonem w porównaniu z innymi genotypami. Nie-
stety w wyniku prowadzenia hodowli Huh-7, zaka¿o-
nej wcze�niej odpowiednio skonstruowanym repliko-
nem, powstaj¹ce cz¹stki wirusowe charakteryzowa³y
siê du¿o mniejsz¹ infekcyjno�ci¹ in vitro ni¿ cz¹stki
powsta³e w wyniku zaka¿enia komórek materia³em
genetycznym JFH1 (genotyp 2a). Ponadto replikacja
zachodzi³a tylko po wyselekcjonowaniu mutacji adap-
tacyjnych w obrêbie sekwencji NS3, NS4A, NS5A [38,
39]. Mimo wszystko, do�wiadczenie to pozwoli³o na za-
obserwowanie ró¿nic pomiêdzy genotypem 1a oraz 2a,
co mo¿e mieæ kluczowe znaczenie w terapii antywiru-
sowej. W komórkach zaka¿onych replikonem zawie-
raj¹cego RNA genotypu 1a powstawa³y zdecydowa-
nie wiêksze ilo�ci RNA wirusowego ni¿ w przypadku
transfekcji komórek szczepem JFH1. JFH1 produkowa³
mniej bia³ka rdzeniowego i jednocze�nie mniej RNA
wirusowego ulega³o sekrecji do supernatantu [39].

6. Podsumowanie

Badania nad stworzeniem systemu replikacyjnego
HCV in vitro trwaj¹ do chwili obecnej. Naukowcom
uda³o siê doprowadziæ do replikacji i tworzenia cz¹s-
tek zaka�nych genotypu 2a (JFH1) [34]. System ten
pozwoli³ na poznanie szczegó³ów dotycz¹cych cyklu
replikacyjnego, funkcji poszczególnych bia³ek wiru-
sowych oraz skuteczno�ci stosowanej obecnie terapii
antywirusowej. Jednak doprowadzenie do replikacji
genotypu 1 w liniach komórkowych okaza³o siê byæ
o wiele trudniejsze [3, 17, 18, 22, 38, 39]. Opubliko-
wane w 2007 roku wyniki badañ K a t o  i wsp. po-
twierdzi³y, i¿ genotypy 1a oraz 1b replikuj¹ siê in vitro
znacznie s³abiej ni¿ JFH1 [18]. Po raz kolejny dostar-
czy³o to dowodów na istniej¹ce ró¿nice w replikacji
pomiêdzy genotypami. Stworzone do tej pory systemy

replikacji genotypu 1 wymagaj¹ dalszych badañ, gdy¿
ograniczona zdolno�æ replikacji nie pozwala na pro-
wadzenie sukcesywnych oraz wiarygodnych badañ
nad biologi¹ molekularn¹ tego wirusa. Jednocze�nie
uniemo¿liwia to znalezienie nowych, skuteczniejszych
zwi¹zków antywirusowych, co w przypadku genoty-
pu 1 ma szczególne znaczenie ze wzglêdu na jego roz-
powszechnienie. Genotyp ten jest równie¿ uwa¿any za
sprawcê wiêkszo�ci uszkodzeñ w¹troby oraz innych
powik³añ powodowanych przez zaka¿enie HCV [4, 11].
Gorsza odpowied� genotypu 1 na terapiê interfero-
nem zmusza do konieczno�ci stworzenia nowego leku,
w czym niew¹tpliwie olbrzymi¹ rolê odegra³yby bada-
nia prowadzone na liniach komórkowych. Dlatego tak
du¿e znaczenie ma stworzenie odpowiednio funkcjo-
nuj¹cego systemu replikacji in vitro dla genotypu 1.
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