POST. MIKROBIOL.,
2009, 48, 3, 207-212
http://www.pm.microbiology.pl

SYSTEM REPLIKACJI WIRUSA
ZAPALENIA WATROBY TYPU C (HCV) IN VITRO

Paulina Godzik*

Zaktad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny,
ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa

Wplyneto w lipcu 2008

1. Wstep. 2. Zwierzgce modele badawcze wirusa zapalenia watroby typu C. 3. Pierwsze proby stworzenia systemu replikacji HCV.
4. Replikacja subgenomowego RNA HCV. 5. Replikacja pelnogenomowego RNA HCV in vitro oraz tworzenie zakaznych czastek
wirusowych. 6. Podsumowanie

In vitro hepatitis C virus (HCV) replication system

Abstract: Infection with hepatitis C virus, a major cause of chronic liver diseases, is a serious worldwide health problem. The
number of infected individuals has been estimated at around 170 millions. More than 80% of patients develop a persistent infection,
which can be asymptomatic for many years. Despite increasing knowledge about the virus replication and pathogenesis, there is still no
vaccination and successful antiviral therapy. Problems with the development of efficient drugs against HCV are connected with the
lack of tissue culture or small animal models for HCV. Since HCV discovery in 1989, the development of a cell culture system for
HCV has been a major goal for scientists worldwide. Due to difficulties in creating a robust cell culture model based on full-length
HCV genome, Lohmann et al. and other independent groups established subgenomic replicons, which replicated in hepatoma cell
line. Results of these experiments extended knowledge about HCV RNA replication. The next goal was to construct a cell culture
system, which could produce virus particles. Wakita et al. created the first tissue culture that led to the production of HCV particles
(2a genotype), which were infectious for both cells and chimpanzees. It was a major breakthrough in investigations on the efficiency
of new vaccines and antivirals. However, the genotype 2a is not representative of the genotype 1 HCV, which is the most prevalent
and typically associated with liver diseases. Therefore, there is a need to create a robust cell culture system for HCV genotype 1.

1. Introduction. 2. Animal models for hepatitis C virus. 3. First attempts to create a HCV replication system. 4. Replication of subgenomic

HCV RNA. 5. In vitro replication of full-length HCV RNA genome and production of infectious virus particles. 6. Summary
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1. Wstep

Wirusowe zapalenie watroby typu C stanowi glo-
balny problem zdrowotny. Zakazenie wirusem zapale-
nia watroby typu C (HCV) u okoto 80% chorych prze-
chodzi w zakazenie przewlekte, ktorego skutkiem moze
by¢ wildknienie, marsko$¢ watroby i rak watrobowo-
komorkowy [23]. Szacuje sig, iz na §wiecie jest 170 mln
0sob zakazonych HCV [7, 35]. Nie ma doktadnych
danych dotyczacych epidemiologii tego wirusa wsrod
populacji polskiej. Dostgpne sa jedynie informacje do-
tyczace wybranych grup ryzyka. Czgsto$¢ wystgpowa-
nia anty-HCV wsrdd kandydatéw na dawcow krwi
wynosi 0,86% [32]. Wysokie rozpowszechnienie prze-
ciwciat anty-HCV odnotowuje si¢ u 0sob, ktore co naj-
mniej raz przyjmowaty narkotyk pod postacia iniekcji,
60% [30] oraz osob dializowanych, 23-44% [29].

HCV nalezy do rodziny Flaviviridae, jest wirusem
ostonkowym i zawiera material genetyczny pod posta-
cia nici RNA o dodatniej polarno$ci. Pojedyncza otwar-
ta ramka odczytu (ORF) koduje poliproteing, z ktorej
na skutek kotranslacyjnego oraz potranslacyjnego dzia-

fania komorkowych i wirusowych proteaz generowa-
nych jest 10 biatek. Wsrod nich wystepuja biatka struk-
turalne: biatko rdzenia, biatka ostonki (E1, E2), p7
oraz biatka niestrukturalne, nazwane odpowiednio NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A oraz NS5B. ORF oflan-
kowana jest niezwykle konserwatywnymi regionami,
ktore nie ulegaja translacji — NTRs (nontranslated re-
gions) [9]. 5> NTR zawiera sekwencj¢ IRES (internal
ribosome entry site) niezbedna w procesie translacji
poliproteiny [5,14].

Izolaty HCV charakteryzuja si¢ duzym zréznicowa-
niem pod wzgledem sekwencji. Uwaza sig, iz wynika
to z niskiej wiernosci i braku funkcji naprawczych
RNA-zaleznej polimerazy RNA (NS5B). Znanych jest
6 glownych genotypéw HCV oraz kilkadziesiat podty-
pow. Zrdéznicowanie to wplywa na szereg cech wirusa.
Genotyp 1 jest najbardziej rozpowszechniony na $wie-
cie i zakazenie tym genotypem najczgsciej prowadzi
do uszkodzen watroby oraz nowotworow [4, 11, 41].
Roéznice wystepuja rowniez w odpowiedzi na terapig
antywirusowa. Pacjenci zakazeni genotypami 1, 4,
51 6 zdecydowanie gorzej odpowiadaja na leczenie
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interferonem niz chorzy z genotypami 2 i 3 [41, 42].
Biorac pod uwage te fakty system replikacji HCV
w liniach komoérkowych (system replikacji in vitro)
oparty na materiale genetycznym genotypu 1, powi-
nien mie¢ najwigksze znaczenie w prowadzeniu badan
nad terapia antywirusowa.

2. Zwierzece modele badawcze HCV

Mimo wielu badah nie udato si¢ stworzy¢ sku-
tecznej szczepionki oraz standardéw leczenia, ktore
dawatyby satysfakcjonujace rezultaty. Eksperymenty sa
utrudnione ze wzgledu na brak odpowiedniego modelu
zwierzecego do badan. Jedynymi zwierzetami, u ktorych
dochodzi do zakazenia HCV sa szympansy. Przepro-
wadzanie badan na malpach wiaze si¢ z jednej strony
z bardzo duzymi kosztami, a z drugiej strony obarczone
jest problemami etycznymi. Dlatego prowadzono eks-
perymenty w celu uzyskania myszy, ktore ulegatyby
zakazeniu przez HCV. Mercer wraz ze swoim
zespotem, korzystajac z transgenicznych gryzoni (SCID-
mouse; severe combined immunodeficient mice), stwo-
rzyt myszy posiadajace chimeryczne watroby zbudowa-
ne z ludzkich oraz mysich hepatocytow. Po zakazeniu
tych zwierzat HCV wykrywano w watrobie wirusowe
RNA [25]. Jednak ze wzgledu na fakt, iz myszy byly
pozbawione prawidtowo dziatajacego uktadu odpornos-
ciowego, nie mogly one stuzy¢ jako model do badan
nad szczepionka, czy nowa terapia antywirusowa [26].

W 1989 roku Choo i wsp. przy pomocy metod bio-
logii molekularnej zidentyfikowali HCV. Udato sig tego
dokona¢ poprzez analizg biblioteki cDNA, skonstruo-
wanej na podstawie RNA wyizolowanego z surowicy
pacjenta chorego na wirusowe zapalenie watroby typu
nie-A, nie-B [8]. Od tego czasu prowadzone sa badania
nad stworzeniem wzorcowego modelu hodowli komor-
kowej, umozliwiajacej namnazanie wirusa in vitro.
Mozliwos¢ replikacji HCV w linii komorkowej pozwo-
litaby na poglebienie wiedzy na temat cyklu replikacyj-
nego wirusa, interakcji patogenu z komérkami oraz na
sprawdzenie skuteczno$ci potencjalnych zwiazkoéw anty-
wirusowych. Ostatni aspekt badan jest niezwykle wazny,
gdyz obecnie stosowana terapia przeciw HCV oparta
na podawaniu pegylowanego interferonu i rybawiryny
jest skuteczna jedynie u okoto 50% pacjentdw, a ponadto
prowadzi do wielu dziatan niepozadanych [36, 40].

3. Pierwsze proby stworzenia systemu replikacji
wirusa zapalenia watroby typu C

Pierwsze badania, ktore postuzyty do stworzenia
systemu replikacji HCV w liniach komorkowych, pole-
galy na stworzeniu infekcyjnego cDNA wirusa. Ekspe-
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ryment ten zostat wykonany w 1997 roku przez dwie
niezaleznie pracujace grupy badawcze [19, 37]. Genom
wirusa (o genotypie 1a) nazwany ‘H77’, zostat wyizo-
lowany z surowicy zakazonych pacjentdw, nastgpnie
przepisany na cDNA przy pomocy odwrotnej trans-
krypcji i wklonowany w odpowiedni wektor plazmi-
dowy. Plazmidy zawierajace pelnej dtugosci HCV
cDNA (pCV-H77), zostaty zlinearyzowane poprzez
cigcie enzymem restrykcyjnym i poshuzyly jako ma-
tryca do przeprowadzonej in vitro transkrypcji z zasto-
sowaniem T7 RNA polimerazy. Tak przygotowanym
materiatem zakazano szympansy, poprzez bezposrednia
iniekcje do watroby. Zaden z klonéw H77 nie byt
zakazny [37]. Opierajac si¢ na wynikach tych badan
Chung i wsp. zmodyfikowali konstrukt pCV-H77
dodajac na koncu 3’ genomu H77 rybozym wirusa del-
ta (hepatitis D virus) oraz terminator T7 wirusa kro-
wianki, za$ na koncu 5’ promotor T7. Konstrukty
nastgpnie byly transfekowane do dwoch linii komor-
kowych: HepG2 i CV-1. Replikacja miata zachodzi¢
przy udziale dodanej do zakazonej hodowli zrekom-
binowanej polimerazy T7. Jednak wynik pozytywny
(replikacje wirusa HCV) uzyskano jedynie w przypad-
ku hodowli CV-1 [10].

Badania nad replikacja wirusa HCV z wykorzys-
taniem konstruktow zawierajacych pelnogenomowe
cDNA H77 byly prowadzone w r6znych osrodkach,
jednak zadne z nich nie dawaly satysfakcjonuja-
cych wynikéw [2, 20]. Replikacja HCV zachodzita
na bardzo niskim poziomie i nie udato si¢ zaadopto-
wac hodowli komorkowej tak, aby otrzymaé wysoki
poziom replikacji wirusa [12]. Nalezy pamigtaé o tym,
iz badanie replikacji wirusa przy pomocy technik
RT-PCR w tego typu eksperymentach jest niezwykle
skomplikowane ze wzgledu na obecno$¢ duzych ilos-
ci DNA plazmidowego, ktore postuzyty do transfekcji
komorek [26].

4. Replikacja subgenomowego RNA
wirusa zapalenia watroby typu C

Ze wzgledu na mata efektywno$¢ replikacji petno-
genomowego RNA wirusa w liniach komoérkowych, po-
dejmowano proby tworzenia replikonow zawierajacych
subgenomowe RNA [1, 15, 16, 24, 27]. Lohmann
1 wsp. jako pierwszy stworzyt subgenomowy replikon,
ktory replikowat si¢ w linii komdrkowej Huh-7 (hepa-
toma cell line). Jako material wyjsciowy do stworze-
nia konstruktu postuzyto RNA o genotypie 1b, wyizo-
lowane z watroby pacjenta przewlekle zakazonego
HCV. Przy pomocy reakcji RT-PCR przepisano na
cDNA i namnozono cata ORF wirusa. Ze wzgledu na
istotna role sekwencji 3’ 1 5° NTR w procesie replika-
cji, zostaty one zamplifikowane w dwoch oddzielnych
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Rys. 1. Schemat przedstawiajacy sekwencje subgenomowego replikonu HCV. Pierwszy schemat
przedstawia organizacj¢ genomu HCV, za$ cztery kolejne to bicistronowe replikony (opis w tekscie).

reakcjach RT-PCR, tak aby zapobiec utracie konco-
wych nukleotydéw podczas reakcji fancuchowej poli-
meryzacji. Na podstawie namnozonych fragmentow
stworzono cztery bicistronowe plazmidy zawierajace
rozne warianty sekwencji wirusowych (Rys. 1).
Wszystkie rozpoczynaty si¢ od sekwencji 5> HCV-
IRES, genu neo (kodujacego fosfotransferaz¢ neomy-
cyny), EMCV-IRES oraz sekwencji HCV (odpowied-
nio w dwodch wariantach rozpoczynajac od NS2 lub
NS3 do autentycznego konca 3° RNA), z wprowadzona
delecja w obrgbie NS5B oraz bez delecji. Po przepisa-
niu sekwencji na RNA, transfekowano nim komorki
Huh-7, a nastgpnie hodowlg prowadzono z dodatkiem
neomycyny. IRES wirusa zapalenia mézgu i mig¢énia
sercowego (EMCV) umozliwial bezposrednia trans-
lacje wirusowej poliproteiny, za§ obecno$¢ genu
neo nadawata oporno$¢ na neomycyn¢ komorkom,
w ktorym dochodzito do replikacji i translacji repliko-
nu HCV. Wyniki eksperymentu Lohmanna byly
obiecujace, uzyskano klony oporne na neomycyng, co
$wiadczylo o zachodzacej replikacji sekwencji wiru-
sowych. W przypadku zastosowania do transfekcji
konstruktow z delecja w genie NS5B uzyskiwano zde-
cydowanie mniejszy poziom replikacji niz w przy-
padkach bez mutacji. Ponadto, nie zauwazono réznic
w zdolnoséci namnazania replikonéw z sekwencja ko-
dujaca NS2 oraz bez niej, co wykluczylo rolg biatka
NS2 w procesie replikacji HCV [24]. W uzyskanych
liniach komorkowych, replikacje sekwencji wiruso-
wych wykrywano nawet po roku prowadzenia ciaglej
hodowli pod presja antybiotyku. Wydaje sig, iz mozna
mowi¢ o wysokiej stabilnosci tych replikonow [27].
Doswiadczenia wykonane przez Lohmanna
1 wsp. zapoczatkowaty eksperymenty prowadzace do
udoskonalenia metod replikacji materiatu genetyczne-

go HCV in vitro. Wyniki tych badan nie tylko daty
nadziej¢ na stworzenie metodyki replikacji catego
genomu HCV, ale réwniez udowodnity mozliwosé
zastosowania tego typu doswiadczen w poznawaniu
cyklu replikacyjnego wirusa oraz funkcji poszczegol-
nych bialek. Powaznym ograniczeniem tej metody byt
brak mozliwosci tworzenia czasteczek wirusowych, ze
wzgledu na brak sekwencji kodujacych biatka struk-
turalne w obrgbie replikonu.

Ali i wsp. zaobserwowat replikacje subgenomo-
wego RNA w linii komérkowej HEK 293 (Human
Embryonic Kidney), transfekowanej wczesniej przy
pomocy bicistronowego replikonu stworzonego przez
Lohmanna [1,24]. Wynik tych badan zasugerowat
mozliwos¢ replikacji genomu HCV w ro6znych rodza-
jach komorek, co ma istotne znaczenie migdzy innymi
ze wzgledu na sposob leczenia wirusowego zapalenia
watroby typu C. Juz wczes$niej badania polsko-amery-
kanskiej grupy naukowcdéw potwierdzily replikacjg
HCV w innych komoérkach niz hepatocyty (komorki
jednojadrowe krwi obwodowej, szpiku kostnego, tkan-
ki mézgowej oraz wiele innych), natomiast nie udato
si¢ dokona¢ replikacji in vitro RNA wirusa w innej niz
hepatoma (rak watrobowokomorkowy) linii komoérko-
wej [21]. Pod tym wzgledem eksperyment Ali’ego
byl przelomowy. Kontynuowane przez niego bada-
nia pozwolily na zaobserwowanie istotnych zmian
w skuteczno$ci hamowania replikacji replikonu HCV
w liniach Huh-7 1 HEK 293 po zastosowaniu inter-
feronu alfa. Stezenie IFN-«, ktére w 50% hamowato
replikacj¢ wirusa w przypadku linii HEK 293 bylo az
14 razy wigksze niz w Huh-7 [1]. Wynik ten oraz fakt,
iz RNA HCV ulega replikacji w roznych komorkach,
potwierdzity sens prowadzenia badan nad replikacja
oraz jej inhibicja w réznych liniach komoérkowych.
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Ze wzgledu na zréznicowanie HCV pod wzgledem
genotypow, badania nad replikacja RNA w liniach ko-
morkowych prowadzone byly réwniez w kierunku two-
rzenia subgenomowych replikonéw na podstawie RNA
o innych genotypach niz opisany powyzej 1b [15, 16].
Brak mozliwos$ci utworzenia efektywnego systemu
replikacyjnego z wykorzystaniem catego cDNA geno-
typu la [2, 10, 19, 20, 37] nie zniechgcit naukowcdw do
pracy nad subgenomowym replikonem. W 2003 roku
Gu 1 wsp. utworzyt subgenomowy replikon z za-
stosowaniem materiatu genetycznego szczepu H77
(genotyp 1la) [15]. Schemat eksperymentu byt bardzo
podobny do tego, ktory przeprowadzit Lohmann
w 1999 roku [24]. Konstrukt zawierat 5> HCV IRES,
gen neo, EMCV IRES oraz sekwencje wirusowe po-
czawszy od NS3 do konca 3° NTR. Jako kontrolg
zastosowano konstrukt zawierajacy analogiczne se-
kwencje genotypu 1b. Po przeprowadzonej in vitro
transkrypcji, powstate RNA elektroporowano do linii
Huh-7 i prowadzono hodowlg z dodatkiem neomycyny.
W przypadku genotypu la replikacja nie zachodzita.
Wydaje sig, iz nie dochodzito do translacji RNA wiru-
sowego 1 tworzenia biatek wirusowych niezbgdnych
w procesie replikacji [15]. Dalsze do§wiadczenie po-
zwolity na wysunigcie hipotezy, iz pierwsze 200 nu-
kleotyddéw sekwencji NS3 genotypu la moze tworzy¢
drugorzedowa struktur¢ uniemozliwiajaca przytacze-
nie rybosoméw do EMCV IRES [16]. Z tego powodu
Gu podjal probe stworzenia chimerycznych repliko-
néw la-1b. Zmienit swdj konstrukt poprzez zamiang
75-nukleotydowej sekwencji kodujacej N-terminalny
region NS3 na odpowiadajaca temu fragmentowi se-
kwencje genotypu 1b. Po elektroporacji do linii Huh-7
i hodowli z dodatkiem neomycyny udato si¢ uzyskaé
replikacj¢ sekwencji wirusowych. Mimo wszystko re-
plikacja w przypadku genotypu la byta kilkakrotnie
stabsza niz w przypadku 1b. Poziom biatka NS5B
(RNA zaleznej polimerazy RNA) byt 5-10 razy mniej-
szy, kiedy do elektroporacji zastosowano chimeryczny
replikon [15]. Gu i wsp. kontynuowali swoja prace
w kierunku sprawdzenia i poréwnania efektywnosci
interferonu alfa w inhibicji replikacji obu replikondw.
Okazalo sig, iz replikony kodujace polimeraze geno-
typu la byly mniej wrazliwe na dziatanie interferonu.
Wyniki tych badan potwierdzaja znany fakt, iz geno-
typy HCV w rézny sposéb reaguja na terapi¢ anty-
wirusowa [39, 42].

5. Replikacja pelnogenomowego RNA
wirusa zapalenia watroby typu C in vitro
oraz tworzenie zakaznych czastek wirusowych

Pomimo, iz nie udato si¢ stworzy¢ systemu repli-
kacji HCV in vitro na podstawie petnogenomowego
RNA ‘H77’°, naukowcy nie przestali prowadzi¢ badan
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w kierunku replikacji innego pelnogenomowego ge-
notypu wirusa [6, 22, 34, 38, 39, 44]. W 2005 roku
pojawito sig pierwsze doniesienie o udanej probie re-
plikacji catego genomu HCV w linii komoérkowej [34].
Jako material genetyczny wirusa postuzyto RNA ge-
notypu 2a (JFH1 — Japanese Fulminant Hepatitis) wy-
izolowane od japonskiego pacjenta z piorunujacym
zapaleniem watroby. Przepisany na cDNA petnej dtu-
gosci RNA zostal wklonowany w plazmid. Produkt
przeprowadzonej in vitro transkrypcji zostal transfeko-
wany do linii Huh-7. Wyniki tego eksperymentu byty
zaskakujace. Juz po 24 godzinach hodowli wykrywano
w komorkach obecnos$¢ pelnogenomowego JFHI, za$
po 72 godzinach w 70-80% komorek obecnos¢ biatka
rdzeniowego oraz biatek niestrukturalnych wirusa.
Swiadczylo to 0 wysokim poziomie replikacji w komor-
kach transfekowanych przy pomocy JFH1. W super-
natancie pohodowlanym znajdowane byty, przy za-
stosowaniu technik mikroskopii elektronowej, czastki
wirusowe o Srednicy okoto 55nm, czyli wielkos$cia nie
odbiegajace od czastek HCV opisywanych w piSmien-
nictwie [33]. Czastki te byly zakazne zar6wno w sto-
sunku do linii Huh-7, jak i szympansow. Eksperyment
Wakit’ y i wsp. byl pierwsza udana proba przepro-
wadzenia replikacji HCV in vitro z uzyskaniem zakaz-
nych czastek wirusowych. Ponadto postuzyt do po-
twierdzenia wysuwanej wczesniej hipotezy, iz CD81
uczestniczy we wnikaniu wirusa do komorki [13, 28,
31, 43]. Zastosowanie swoistych przeciwciat skiero-
wanych przeciwko CD81 hamowato zakaznos¢ JFH1
w stosunku do linii Huh-7 [34]. Zhong i wsp. kon-
tynuowal badania z zastosowaniem przeciwciat. Inku-
bowat JFH1 z przeciwciatami anty-E2, a nastgpnie
zakazat nimi komorki linii Huh-7. W komoérkach tych
obserwowano 5 razy mniejsze stgzenie HCV RNA,
niz w komoérkach kontrolnych, zakazonych JFH1 [44].
Potwierdzito to wczesniejsze przypuszczenia, iz inter-
akcja biatka E2 z CD81 jest kluczowa w procesie wni-
kania wirusa do komorek [13, 28, 31, 43].

Dalsze eksperymenty pozwolity na uzyskanie linii
komorkowej zawierajacej zintegrowany z genomem
pJFHI. Przy pomocy technik inzynierii genetycznej
zintegrowano cDNA HCV z genomem komorek linii
Huh-7. W ten spos6b uzyskano lini¢ komorkowa, ktora
w stabilny sposob produkowata czastki wirusowe. Ich
zdolno$¢ do infekcji byla hamowana przez zastosowa-
nie monoklonalnych przeciwciat przeciw CDS81 oraz
E2. Cai iwsp. udowodnili rowniez hamujacy wplyw
interferonu alfa na replikacj¢ pelnogenomowego RNA
HCV z konstruktu cDNA zintegrowanego z genomem
komorki, co potwierdzilo skuteczno$é terapii inter-
feronem w przypadku zakazenia genotypem 2a [6].

Ze wzgledu na wspomniane juz zréznicowanie
HCV pod wzgledem genotypow, podejmowano proby
stworzenia systemu replikacji opartego na petnogeno-
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mowych RNA o réznych genotypach [3, 17, 18, 22].
Ciekawe wynikiuzyskat Lindenbach po stworze-
niu chimerycznych pelnogenomowych replikonow. Za-
mieniono sekwencje kodujace biatka strukturalne oraz
biatko NS2 w JFH1 na odpowiadajace temu sekwencje
genotypu la (H77). Uzyskana chimere transfekowano
do linii Huh-7. Replikon 1a/2a replikowal si¢ w komor-
kach, natomiast powstate w ten sposob czastki wiruso-
we nie byty zakazne in vitro. Wyniki te zasugerowaly,
iz pomigdzy sekwencjami kodujacymi strukturalne
1 niestrukturalne biatka moga zachodzi¢ interakcje nie-
zbedne do utworzenia prawidtowo dziatajacego syste-
mu replikacji HCV in vitro [22].

W 2006 roku pojawito si¢ doniesienie o mozliwosci
produkcji czastek zakaznych genotypu la HCV w linii
Huh-7 [39]. Mialo to olbrzymie znaczenie ze wzgledu
na duze rozpowszechnienie tego genotypu wsrod osob
zakazonych HCV oraz wigksza tolerancje¢ na leczenie
interferonem w pordwnaniu z innymi genotypami. Nie-
stety w wyniku prowadzenia hodowli Huh-7, zakazo-
nej wezesniej odpowiednio skonstruowanym repliko-
nem, powstajace czastki wirusowe charakteryzowaty
si¢ duzo mniejsza infekcyjnos$cia in vitro niz czastki
powstate w wyniku zakazenia komodrek materiatem
genetycznym JFH1 (genotyp 2a). Ponadto replikacja
zachodzita tylko po wyselekcjonowaniu mutacji adap-
tacyjnych w obrebie sekwencji NS3, NS4A, NS5A [38,
39]. Mimo wszystko, doswiadczenie to pozwolito na za-
obserwowanie roznic pomigdzy genotypem la oraz 2a,
co moze mie¢ kluczowe znaczenie w terapii antywiru-
sowej. W komorkach zakazonych replikonem zawie-
rajacego RNA genotypu la powstawaty zdecydowa-
nie wigksze ilosci RNA wirusowego niz w przypadku
transfekcji komorek szczepem JFH1. JFH1 produkowat
mniej biatka rdzeniowego i jednocze$nie mniej RNA
wirusowego ulegato sekrecji do supernatantu [39].

6. Podsumowanie

Badania nad stworzeniem systemu replikacyjnego
HCV in vitro trwaja do chwili obecnej. Naukowcom
udato si¢ doprowadzi¢ do replikacji i tworzenia czas-
tek zakaznych genotypu 2a (JFH1) [34]. System ten
pozwolil na poznanie szczeg6low dotyczacych cyklu
replikacyjnego, funkcji poszczegélnych biatek wiru-
sowych oraz skutecznosci stosowanej obecnie terapii
antywirusowej. Jednak doprowadzenie do replikacji
genotypu 1 w liniach komoérkowych okazato sig¢ by¢
o wiele trudniejsze [3, 17, 18, 22, 38, 39]. Opubliko-
wane w 2007 roku wyniki badan Kato i wsp. po-
twierdzity, iz genotypy la oraz 1b replikuja sig in vitro
znacznie stabiej niz JFH1 [18]. Po raz kolejny dostar-
czylto to dowodoéw na istniejace roznice w replikacji
pomiedzy genotypami. Stworzone do tej pory systemy
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replikacji genotypu 1 wymagaja dalszych badan, gdyz
ograniczona zdolno$¢ replikacji nie pozwala na pro-
wadzenie sukcesywnych oraz wiarygodnych badan
nad biologia molekularna tego wirusa. Jednocze$nie
uniemozliwia to znalezienie nowych, skuteczniejszych
zwiazkdéw antywirusowych, co w przypadku genoty-
pu 1 ma szczegdlne znaczenie ze wzgledu na jego roz-
powszechnienie. Genotyp ten jest rOwniez uwazany za
sprawce wickszosci uszkodzen watroby oraz innych
powiktan powodowanych przez zakazenie HCV [4, 11].
Gorsza odpowiedz genotypu 1 na terapi¢ interfero-
nem zmusza do koniecznosci stworzenia nowego leku,
w czym niewatpliwie olbrzymia rolg odegratyby bada-
nia prowadzone na liniach komoérkowych. Dlatego tak
duze znaczenie ma stworzenie odpowiednio funkcjo-
nujacego systemu replikacji in vitro dla genotypu 1.
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