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Quest for new ways to prevent Hepatitis C virus infections

Abstract: Hepatitis C virus infection is a major cause of chronic liver diease, which can evolve to steatosis, cirrhosis and primary
liver cancer. No HCV vaccine is available and current treatment, based on alfa interferon in association with ribavirin, leads to virus
clearance in 50-80% of cases, is expensive and has considerable side effects. This stimulates constant search of new targets for anti-
viral approaches by improving our knowledge of the virus cell cycle.

HCYV represents unique model of virus-cell interaction, due to the central role of lipoproteins in the virus life cycle. Virus
morphogenesis, takes place in association with lipid droplets and very low density lipoproteins (VLDL) are required for the produc-
tion and release of virus particles from infected cells. Our studies concentrate on the mechanism of virus cell entry, its interaction
with receptors and the role of triglycerid rich lipoproteins associated with virus particles in the initiation of infection. Our group has
identified lipoprotein lipase (LPL) as an inhibitor of HCV infection. Another subject is the intracellular transport of virus structural
proteins along the cytoskeletal, elements, especially microtubules. We have shown that virus cell entry, its transport and secretion
from infected cells require fully functional microtubules. In addition, HCV core protein has a capacity to bind to tubulin, increasing
microtubule polymerisation and permitting its intracellular transport.

Thus, lipoproteins associated with infectious virus particles, which are required for virus cell entry and transport on the micro-
tubule network might be considered as new and attractive therapeutic targets for the development of new drugs anti viral-approaches.

1. Introduction. 2. HCV replication cycle. 3. Role of lipoproteins in the HCV life cycle. 4. New inhibitors of infection. 5. Blocking

infection by acting on lipoproteins. 6. Microtubules as a new terapeutic target. 7. Conclusion and perspectives

Stowa kluczowe: wirus wzw C, infekcja komorki, cykl replikacyjny, cele terapeutyczne

Key words:

hepatitis C virus (HCV), cell infection, replication cycle, therapeutic targets

1. Wstep

Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C
(wzw C) pozostaje waznym problemem zdrowia pu-
blicznego. Liczba nosicieli wzw C na $wiecie jest
oceniana na 130-170 mln, a w rzeczywisto$ci prawdo-
podobnie znacznie wigcej, gdyz wigkszos¢ zakazen
wzw C jest bezobjawowa. W 60-80% przypadkow
zakazenie przechodzi w przewlekla chorobg watroby,
a konsekwencja wieloletniego nosicielstwa moze by¢
steatoza, marsko$¢ lub pierwotny rak watroby (hepato-
carcinoma). Tylko 3% osob zakazonych, jest podda-
wane leczeniu, opartym na podawaniu interferonu alfa
w polaczeniu z rybawiryna, ktére prowadzi do elimi-
nacji wirusa w 50-80% przypadkow, zaleznie od jego
genotypu. Terapia aktualnie stosowana jest kosztowna
i powoduje powazne efekty uboczne [1].

Pomimo ogromnych wysitkow ciagle nie dyspo-
nujemy profilaktyczna ani terapeutyczna szczepionka
przeciwko wzw C. Ciagla zmienno$¢ wirusa oraz fakt,

ze nie znamy doktadnie jego struktury i mechanizmow
odpornosciowych prowadzacych do eliminacji wzw C
z zakazonego organizmu, leza u podstaw trudnos$ci
W przygotowaniu szczepionki i ulepszenia istniejacych
metod leczenia. Wysoki procent pacjentéw nieodpo-
wiadajacych na aktualne sposoby leczenia, zmusza nas
do stalego poszukiwania nowych metod terapeutycz-
nych, a przede wszystkim do proponowania nowych
celéw naszej ingerencji poprzez doktadne poznawanie
cyklu komoérkowego wirusa wzw C. W dodatku wzw C
posiada niezwykta zdolno$¢ stymulowania przewlek-
lego zakazenia, poprzez permanentna ucieczke spod
kontroli mechanizméw odpornosciowych gospodarza:
wrodzonej odpowiedzi imunologicznej zakazonych he-
patocytdéw, jak réwniez odpowiedzi humoralnej i ko-
moérkowej uktadu immunologicznego adaptacyjnego
[podsumowane w 2, 3].

Prace naszego zespotu koncentruja si¢ na badaniu
mechanizmu wnikania wirusa do komorki, jego interak-
cji z receptorami na powierzchni hepatocyta (komorki
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docelowej wzw C) i roli, jaka odgrywaja lipoproteiny
zwiazane z czastka wirusowa w zapoczatkowaniu pro-
duktywnego zakazenia. Ten kluczowy etap cyklu wiru-
sowego stanowi punkt centralny naszych badan, jako
Ze ingerencja w jego przebieg moze zablokowac wczes-
ne etapy zakazenia. Drugim tematem naszych badan jest
mechanizm transportu wewnatrzkomérkowego kom-
ponentow strukturalnych wirusa na elementach cyto-
szkieletu — mikrotubulach, jako Ze wnikanie wirusa
do komorki, jego transport, tworzenie kompleksow
replikacyjnych, ale takze pdzniejsze etapy cyklu takie
jak morfogeneza i sekrecja czastek wirusowych wy-
magaja w pelni funkcjonalnych mikrotubul. Poznanie
tych waznych etapow cyklu, pozwolito nam zapro-
ponowa¢ dwa zasadnicze cele przysztych interwencji
terapeutycznych.

2. CyKl replikacyjny wzw C

Wzw C jest wirusem otoczkowym, z rodziny Fla-
viviridae (rzad Hepacivirus) zawierajacym jednonicio-
we RNA o polarnosci dodatniej, zbudowane z ok.
9000 nukleotydow. Wzw C jest wirusem zmiennym:
mamy 7 genotypow i okoto 100 podtypow wirusa.
W dodatku genom wirusowy, stale mutujacy na sku-
tek btednej replikacji RNA podlega ciaglej ewolucji
w zakazonym organizmie, a jego liczne formy (,,quasi-
species”) sa kolejno eliminowane przez odpowiedz
immunologiczna [3]. Wirusowe RNA koduje jedna po-
liproteing, zbudowana z ok. 3000 aminokwasow, ktora
jest dzielona przez proteazy komoérkowe na 3 biatka
strukturalne: biatko kapsydu oraz biatka otoczki E1l
i E2, a nastgpnie przez proteazy wirusowe na biatko P7
1 6 bialek niestrukturalnych (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A i NS5B) [4, 5]. Bialka strukturalne tworza
czastki wirusowe, podczas gdy biatka niestrukturalne,
np. helikaza-proteaza i RNA zalezna RNA-polimeraza
uczestnicza w replikacji genomu. Bialka niestruktural-
ne NS2, NS3, NS5A and P7 uczestnicza roéwniez
w produkcji zakaznych czastek wirusowych [6].

Cykl replikacyjny wirusa C przebiega catkowicie
w cytoplazmie komorki watroby (Rys. 1). Z przyczyn
dotad nieznanych jedynie cztowiek i szympans sa
wrazliwe na zakazenie, czynniki restrykcyjne sa stale
przedmiotem badan. Cykl wirusowy rozpoczyna inter-
akcja wirusa z wieloma receptorami komorkowymi,
a proces jego wnikania do komorki jest wieloetapowy.
Biora w nim udziat proteoglikany (siarczan heparyny)
[7], receptor dla lipoprotein o niskiej ggstosci (LDL-R)
[8], tzw. receptor ,,scavenger” (SR-BI) (oprocz glowne-
go receptora wzw C, tetraspaniny CD-81 [10]. CD-81
tworzy kompleks i wspotdziata z receptorem SR-BI,
ale co wazniejsze inicjuje kaskade sygnalizacji komor-
kowej niezbedna do zapoczatkowania dalszych etapow
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infekcji [11]. Wirus C wnika do komorki poprzez
receptory umiejscowione w potaczeniach S$cistych
(tight junctions) ,.klaudyn¢” (CLD1) [12] i ,,okludyng”
(OCLN) [13, 14]; ta ostatnia jest prawdziwym ,.klu-
czem” do rozpoczgcia infekcji.

Whikanie wirusa do komorki przebiega droga endo-
cytozy, zaleznej od klatryny, ktéra prowadzi do uwol-
nienia nukleokapsydu we wczesnych endosomach
[15]. Fuzja biatek otoczki z btona endosomalna, jest
zalezna od niskiego pH i powoduje uwolnienie nu-
kleokapsydu wirusowego umozliwiajac tym samym
ucieczke wirusa od systemu degradacji lipoprotein
w komorce watroby.

Dalsze etapy cyklu to synteza i przetwarzanie poli-
proteiny, replikacja wirusowego RNA w tworach bto-
niastych zwanych ,,membranous webs” [16], a nastgp-
nie morfogeneza czastek wirusowych, ich transport
i uwalnianie wirusa z zakazonej komorki w potaczeniu
z lipoproteinami o niskiej gestosci VLDL (patrz nizej).

3. Rola lipoprotein w cyklu wirusowym

Wirus wzw C reprezentuje zupetnie nowy i unikal-
ny model interakcji wirusa z komorka docelowa, po-
przez centralna rolg lipoprotein w jego cyklu zyciowym
[17-19]. Poniewaz namnazanie si¢ wirusa przebiega
w watrobie, gtdwnym organie metabolizujacym lipo-
proteiny, zakazenie wzw C powoduje powazne zmiany
w ich metabolizmie, takie jak np. obnizone poziomy
lipoprotein w przebiegu przewleklej infekeji [20], lub
gromadzenie si¢ lipidow w komodrkach parenchymal-
nych (steatoza) [21]. Z drugiej strony, replikacja wiru-
sa C podlega regulacji przez kwasy thuszczowe i pro-
ces geranylgeranylizacji [22], a morfogeneza wirusa
przebiega w $cistym kontakcie z ciatkami lipidowymi
(lipid droplets), organellami wewnatrzkomdérkowymi,
magazynujacymi neutralne lipidy [23, 24]. Tworzenie
si¢ czastek wirusowych wymaga taczenia si¢ biatka
nukleokapsydu z ciatkami lipidowymi: biatko nukle-
okasydu ,,mobilizuje” nastepnie bialka niestrukturalne
do membran, potaczonych z ciatkami lipidowymi i za-
poczatkowujac w ten sposob proces morfogenezy [24].

Proces tworzenia zakaznych czastek wirusowych,
ich transport i uwalnianie z zakazonej komorki wyma-
ga ponadto ich potaczenia z VLDL [25-27]. W rezul-
tacie, zakazne czastki wirusowe, opuszczaja zakazona
komorke i kraza w surowicy $cisle zwiazane z lipo-
proteinami bogatymi w trojglicerydy (TRL) [8, 28],
tworzac tzw. ,,Viro-Lipo-Particles” (LVPs) [29], ktore
niczym nie przypominaja klasycznych wirionow. LVPs
sa utworzone przez lipoproteiny bogate w trojglicerydy
(TRL) zawierajace apolipoproteing B (ApoB) and apo-
lipoproteing E (ApoE), nukleokapsydy wirusowe, oraz
biatka otoczki [29, 30]. Intrygujaca sprawa jest obec-
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Rys. 1. Cykl zyciowy wirusa wzw C i jego potencjalne inhibitory

Wirus wzw C krazy w surowicy chorych w potaczeniu z lipoproteinami zawierajacymi ApoB i ApoE (glownie VLDL), tworzac tzw. Lipo- Viro
Particles (LVPs). Poczatkowy etap wnikania wirusa do komorki docelowej (hepatocyta) jest zalezny od lipoprotein, wiazacych si¢ z receptorem
lekkich lipoprotein LDL-R (1) i/lub siarczanem heparyny (2). Wirus C moze si¢ réwniez bezposrednio wiazac z trzecim receptorem, SR-BI (3)
poprzez lipoproteiny zwigzane z czastkami wirusowymi. SR-BI (3) tworzy kompleks z tetraspanina CD-81 (4) a interakcja wirusa z ta ostatnia,
inicjuje sekwencje sygnalizacji niezbgdnej do zapoczatkowania zakazenia. Wzw C wedruje nastgpnie wraz z kompleksem SR-BI/CD-81 do potaczen
Scistych, gdzie reaguje z kolejnymi receptorami Klaudyna (CLDN1) (5) i okludyna (OKLN) (6). Wirus wnika do komorki droga endocytozy, zaleznej
od klatryny i niskiego pH, po czym nastgpuje fuzja glikoprotein otoczki z blona endozomalna (E), uwolnienie nukloeokapsydu wirusowego. Wnikanie
wirusa do komorki i jego wezesny transport zaleza od sieci mikrotubul (M). Replikacja przebiega w bloniastych strukturach, zwanych ,,membranous
web” (MW), a synteaza bialek w kontakcie z retikulum endoplazmatycznym (ER). Morfogeneza wymaga interakcji biatek wirusowych (struktural-
nych i niestrukturalnych) z ciatkami lipidowymi (CL), a nastgpnie polaczenia tworzacych sig¢ czastek wirusowych z VLDL, ktore warunkuja ich
sekrecje z zakazonej komorki. Zaznaczono réwniez Arbidol (inhibitor fuzji) i anti-miR 122 regulujacy biosyntezg kwasow ttuszczowych i cholesterolu.

no$¢ w LVPs ApoB48, produkowanej przez enterocy-
ty, co mogloby sugerowac ze czg$¢ krazacych czastek
wirusowych jest produkowana nie tylko w watrobie,
lecz rowniez w enterocytach, wylacznym miejscu syn-
tezy ApoB48 [31].

4. Nowe inhibitory zakazenia

Wprowadzone w ostatnich latach dwa zasadnicze
modele badan: tzw. replikony [32] dajace mozliwosci
analizy mechanizmu replikacji, ale przede wszystkim
system produkcji wirusa C w komorkach hepatoma in
vitro (tzw. model HCVcc), pozwalajacy na odtworze-
nie petnego cyklu wirusa C [33, 34] — otworzyly nowa
epoke¢ badan inhibitorow zakazenia komorki wzw C.

Inhibitory obecnie proponowane sa skierowane
gléwnie przeciwko nie-strukturalnym biatkom wirusa
niezb¢dnym do jego replikacji, a wigc przeciw prote-
azie-helikazie wirusowej (NS3) i jej ko-faktorowi
NS4A, jak réwniez biatku NS4B i uczestniczacym
w formowaniu kompleksu replikacyjnego, RNA-za-
leznej RNA polimerazie (NS5B), i ostatnio opracowa-
ne $rodki przeciwko NS5A [6, 35].

Drugi typ lekow aktualnie opracowywanych jest
skierowany przeciwko biatkom uczestniczacym w mor-
fogenezie wzw C: p7 i NS2. Inny jeszcze typ lekow
blokuje syntezg i sekrecje VLDL zawierajacych ApoB
(np. s$rodki blokujace funkcje mikrosomalnego biat-
ka transportujacego, Microsomal Transfer Protein,
MTP) absolutnie niezbednych do tworzenia zakaznych
wirionow.
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Wiele badan prowadzonych aktualnie dotyczy le-
kéw blokujacych proces wnikania wirusa do komorki:
np. reagujacych swoiscie z niektérymi receptorami (jak
CD-81 lub SR-BI lub ograniczajacych ich ekspresj¢
na powierzchni komorki [posumowane w 18, 19, 35].
Rozwazane jest uzycie przeciwciat neutralizujacych,
ktore blokowalyby wczesne etapy cyklu ale nastgpu-
jace po adsorpcji wirusa na powierzchni komorki [36],
lub tez lektyn reagujacych z glikoproteinami otoczki
[37]. Niestety ogromna wigkszo$¢ proponowanych
lekéw ma wlasciwosci toksyczne lub powoduje po-
wazne efekty uboczne i jedynie nieliczne sa dopusz-
czane do prob klinicznych [6, 35].

5. Blokowanie zakazenia dzialaniem na lipoproteiny

Charakterystyczna i unikalna cecha wzw C jest za-
lezno$¢ procesu infekcji komorki od metabolizmu lipo-
protein. W rozpoznawianiu wirusa i jego internalizacji
uczestnicza wigc receptory i czasteczki posredniczace
réwniez w metabolizmie lipoprotein, takie jak: proteo-
glikany (siarczan heparyny) [7] receptor dla lipoprotein
o niskiej gestosci (LDL-R) [8] i receptor ,,scavenger”
(SR-BI) [9], oprocz gtdwnego receptora wzw C, tetra-
spaniny CD-81 [10] i receptoréw umiejscowionych
w polaczeniach Scistych [12—14].

Lipoproteiny, jak rowniez ich podstawowe sktad-
niki biatkowe (Apolipoproteiny) sa uznanymi regula-
torami zakazenia wzw C. Tak wigc naturalne ligandy
SB-BI, jak VLDL [39] jak réwniez utlenione LDL,
powstajace w przebiegu zakazenia [40] sa inhibitorami
wnikania wirusa do komorki, podczas gdy cigzkie lipo-
proteiny (HDL) wzmagaja infekcje, aktywujac funkcje
receptora SR-BI lub modyfikujac struktur¢ blony
komorkowej [41]. Apolipoproteiny ApoC1, ApoB czy
ApoE [25, 26] sa rowniez naturalnymi regulatora-
mi zakazenia.

Zaproponowane ostatnio $rodki regulujace meta-
bolizm lipoprotein to mate si-RNA blokujace pro-
dukcje ApoB i ApoE, naringinina — flawonoid wpty-
wajacy na sekrecj¢ czastek wirusowych, a przede
wszystkim Mikro-RNA122 regulujace biosynteze
kwasow ttuszczowych i cholesterolu niezbgdnych dla
replikacji wirusa [35].

Nasze badania pokazaty, ze lipoproteiny o bardzo
matej gestosci (VLDL), $ci§le zwiazane z czastkami
wirusowymi, rozpoznaja receptor SR-BI na powierzchni
komorki, wiaza si¢ z nim i utatwiaja wnikanie wzw C
do komorki [39]. Wirus wigc nie oddziatuje pierwot-
nie z receptorem SR-BI poprzez biatka E1 I E2 otoczki,
lecz poprzez lipoproteiny zawierajace ApoB wcho-
dzace w sktad jego struktury. Lipoproteiny réwniez
Htransportuja” czastki wirusowe do komorki, ochrania-
jac je jednoczesnie przed atakiem przeciwciat neutrali-
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zujacych [39]. Graja w ten sposob zasadnicza rolg
w mechanizmach ucieczki wirusa spod kontroli ukta-
du immunologicznego gospodarza. Obserwacje nasze
wyjasniaja, dlaczego odpowiedz humoralna skierowa-
na przeciwko biatkom otoczki nie jest w stanie wy-
eliminowa¢ wirusa z zakazonego ustroju i dlaczego
wirus moze wspotistnie¢ z przeciwcialami potencjal-
nie neutralizujacymi w surowicy chorych [36]. Dane
te sa rowniez zgodne z wynikami eksperymentow na
szympansach pokazujacych, ze biatka otoczki uzywane
jako immunogeny nie sa w stanie zapewnic calkowitej
ochrony przeciwko zakazeniu wirusem C, jedynie
w najlepszym wypadku ostabi¢ infekcjg [42].

Badania nasze sugeruja, ze oddziatywanie na lipo-
proteiny zwiazane z czastkami wirusowymi mogtoby
stanowi¢ nowy cel terapeutyczny. Sg one zgodne z ob-
serwacjami, ze lipoproteiny zwiazane z wirusem warun-
kuja jego zakazno$¢ [43]. Prace nasze pokazaly, Ze nie
tylko naturalne ligandy receptora SR-BI blokuja jego
interakcje z wirusem [39], ale rowniez przeciwciata
skierowane przeciwko P-lipoproteinom, zwigzanym
z czastka wirusowa blokuja infekcje w systemie HCVce
in vitro [44].

Wychodzac z zatozenia, ze oddzialywanie na lipo-
proteiny zwiazane z wirusem C moze zmodyfikowac
przebieg infekcji, nasz zespdt zidentyfikowat nowy,
naturalny inhibitor zakazenia wzw C — lipaze lipo-
proteinowa (LPL) [44]. LPL jest enzymem lipolitycz-
nym, kluczowym w metabolizmie lipoprotein. Oprocz
aktywnosci lipolitycznej, hydrolizujacej lipoprotei-
ny bogate w trojglicerydy (VLDL i chylomikrony),
enzym ten ma zdolno$¢ wprowadzania lipoprotein
do komorki watroby, kierujac je na droge degradacji.
Mechanizm dziatania LPL polega na tworzeniu po-
mostu (,,bridging”) migdzy lipoproteing i siarczanem
heparyny na powierchni komorki, oraz wprowadzeniu
lipoproteiny do jej wnetrza. Nasze badania wykazaly,
ze LPL oddziatywuje podobnie z wirusem C: LPL
tworzy mianowicie ,,pomost” migdzy lipoproteinami
otaczajacymi czastke wirusowa i siarczanem hepary-
ny na powierzchni hepatocyta, prowadzac do interna-
lizacji wirusa do wngtrza komorki. Ta bardzo specjal-
na droga wnikania jest przeznaczona dla lipoprotein
bogatych w tréjglicerydy i zupelnie rézna od nor-
malnej drogi wnikania wirusa C do komorki. Dla wi-
rusa wyprodukowanego w systemie do§wiadczalnym
HCVcc [44] jak rowniez w modelu doswiadczalnym
in vivo (u myszy z przeszczepionymi komorkami
watroby ludzkiej) LPL jest efektywnym inhibitorem
infekcji (M. Walic i wsp., manuskrypt w przygotowa-
niu). I to nie aktywnos¢ lipolityczna enzymu powo-
duje neutralizacje wirusa, lecz wilasnie jego druga
funkcja, tzw. ,,bridging”: LPL wprowadzajac wirusa
C do komorki droga przeznaczona dla lipoprotein pro-
wadzi prawdopodobnie do jego degradacji a wigc do
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poronnej infekcji. Ta hipoteza jest badana aktualnie
przez nasz zespot.

Nasze badania sugeruja, ze lipoproteiny zwiazane
z zakazna czastka wirusowa, ktore umozliwiaja jego
prawidlowe wnikanie do komorki i zapewniaja infek-
cyjno$¢, moga by¢ rozwazane, jako cel terapeutyczny
przy opracowywaniu nowych metod leczenia zakaze-
nia wirusem wzw C.

6. Mikrotubule jako nowy cel terapeutyczny

Inna szczegblng cecha wirusa C jest zaleznos$¢ jego
cyklu komorkowego od dynamicznych mikrotubul.
Wiadomo, ze replikacja wirusowego RNA przebiega
w kompleksie replikacyjnym, usytuowanym w btonias-
tych strukturach komorkowych zwanych ,,membranous
web” [16]. Kompleksy replikacyjne podlegaja transpor-
towi, a ich dynamiczna organizacja jest §ci$le zwigzana
z retikulum endoplazmatycznym, wtoknami aktyny,
oraz siecig mikrotubul [45, 46]. Jakkolwiek, sposob
transportu komponentéw strukturalnych wirusa C we-
wnatrz komorki pozostawat do niedawna nieznany.

Liczne wirusy wymagaja wewnatrzkomorkowego
transportu ich bialek za posrednictwem mikrotubul
— mechanizmy te jednakze zaleza zwykle od tzw mo-
toréw mikrotubularnych, posredniczacych w transpor-
cie: kinezyny lub dyneiny. W przypadku wirusa C, po-
kazaliémy, ze moze on korzysta¢ z sieci mikrotubul,
uzywajac dwoéch roznych sposobdéw transportu jego
biatka nukleokapsydu: klasycznego, w ktorym uczest-
niczy dyneina [47], i zupelnie nowego, zaleznego od
mechanizmoéw polimeryzacji mikrotubul [48].

Przy wspotpracy zJ. McLauchlan’em (Uni-
versity of Glasgow) pokazalismy ze biatko nukleokap-
sydu przemieszcza sie w zakazonej komorce na sieci
mikrotubul, koncentrujac si¢ w rejonie okotojadrowym,
miejscu morfogenezy wirusa [47]. Transport ten zalezy
od dyneiny i uwarunkowany jest potaczeniem biatka
kapsydowego z ciatkami lipidowymi, ktore uzywaja
ten typ transportu w komorce. Pokazali$my nastepnie,
ze oprocz tego ,klasycznego” sposobu transportu,
biatko nukleokapsydu moze wiaza¢ sie bezposrednio
z tubulina, podstawowym skladnikiem mikrotubul,
zwigkszajac stopien ich polimeryzacji i umozliwiajac
w ten sposob transport nukleokapsydu za ich posred-
nictwem w zakazonej komorce [48].

Destrukcja mikrotubul lub nawet lekka modyfikacja
ich funkcji biologicznych takimi srodkami jak vinblas-
tyna czy taxol, powoduje dramatyczny spadek pro-
dukcji wirusa w hodowli komoérkowej in vitro (model
HCVcc) [48]. Uzywajac modelu czastek pseudotypo-
wych (HCVpp) udowodnilismy, Ze juz najwczesniejszy
etap wnikania wirusa do komorki, od momentu zwiaza-
nia si¢ czastki wirusowej z btona komoérkowa, do fuzji
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biatek otoczki z blong endozomalna — wymaga posred-
nictwa mikrotubul. Dalsze badania, z uzyciem modelu
infekcji HCVce (JFH1) oraz podobnych $rodkéw che-
micznych modyfikujacych strukturg i/lub funkcje mi-
krotubul, pokazaly, ze réwniez dalsze etapy cyklu,
nastgpujace kilka godzin po wniknigciu wirusa do ko-
morki, wymagaja nienaruszonych i w petni funkcjonal-
nych mikrotubul. W dodatku transport na tym etapie
zakazenia przebiega w sposob absolutnie oryginalny,
gdyz jest zalezny od polimeryzacji mikrutubul: a wigc
albo ich dynamiki albo jeszcze nie catkowicie poznane-
g0 procesu, zwanego ,.treadmilling” [49]. Przy tej oka-
zji odkryliémy unikalna wtasciwo$¢ biatka nukleokap-
sydu wzw C: jego zdolno$¢ wiazania si¢ bezposrednio
z tubuling z bardzo wysokim powinowactwem. Wiazac
si¢ z tubuling biatko nukleokapsydu zwigksza stopien
polimeryzacji mikrotubul [48]. Obserwacje te sugeruja,
ze biatko nuklekapsydu posiada prawdopodobnie zdol-
no$¢ korzystania z tych szczegolnych wlasciwosci in
vivo: taczenie si¢ z siecig mikrotubul i uczestniczenie
w procesie ich polimeryzacji umozliwitoby transport
biatka nukleokapsydu w zakazonej komorce. Ten spo-
sob przemieszczania jest bardzo oryginalny i znany za-
ledwie dla kilku biatek wirusowych, takich jak biatko
Tat wirusa HIV, oraz dla dwdch biatek wiruséw roslin-
nych. Zgodnie z hipoteza, ze taki proces mogtby mieé
miejsce w zakazonej komorce, pokazalismy ko-lokali-
zacje biatka nukleokapsydu z siecia mikrotubul w za-
kazonych komorkach hepatoma, w mikroskopie konfo-
kalnym, a co ciekawsze rowniez potaczenie biatka
nukleokapsydu z mikrotubulami, polimeryzowanymi
W jego obecnosci, w mikroskopie elektronowym uzy-
wajac techniki immuno-elektronomikoskopii i prze-
ciwciat skierowanych przeciw biatku kapsydu wzw C
[48]. Inne nasze prace pokazaty, ze wirus C wykorzys-
tuje rOwniez transport za posrednictwem mokrotubul
do formowania czastek wirusowych i ich sekrecji
z zakazonej komorki [47].

7. Whioski i perspektywy

Dalsze postepy naszej wiedzy dotyczace mechaniz-
mow prowadzacych do rozpoczecia zakazenia i doktad-
ne poznanie cyklu komorkowego wirusa C pozwoli
nam zaproponowaé¢ nowe inhibitory i nowe nowe spo-
soby terepeutyczne. Aby przeciwdziata¢ procesowi
wnikania wirusa do komorki: cykliczne peptydy syn-
tetyczne, lektyny lub $rodki wptywajace na funkcje
lub ekspresj¢ receptorow wzw C, moglyby by¢ sto-
sowane obok obecnie opracowywanych inhibitorow
proteazy-helikazy lub RNA polimerazy. Wszystkie te
srodki bytyby prawdopodobnie stosowane w potacze-
niu z juz istniejacym leczeniem wzw C, by podniesé
jego efektywnos¢ [1, 6, 35].
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Wirus wzw C bezspornie reprezentuje zupelnie
nowy model oddzialywania wirusa z zakazonym orga-
nizmem ze wzgledu na centralna rolg lipoprotein w jego
cyklu zyciowym. Charakteryzuje go zalezno$¢ struk-
turalna i funkcjonalna zakaznych wirionéw, krazacych
w surowicy od lipoprotein, a wige: wymaganie VLDL
do tworzenia i sekrecji czastek wirusowych, mecha-
nizm zakazenia komorki zalezny od lipoprotein i ich
receptoréw by osiagnaé efektywna infekcje, w koficu
wplyw namnazania si¢ wirusa na metabolizm lipidow
i lipoprotein ustroju. Mimo wzrastajacego uznania
kluczowej roli lipoprotein w cyklu zyciowym wirusa
wzw C, struktura zakaznej czastki wirusowe;j, jak row-
niez procesy komorkowe prowadzace do jej produkceji
i sekrecji stanowia najmniej znane etapy tego cyklu.
Nawet jezeli nie znamy wszystkich szczegétow tych
procesOw, nasze prace sugeruja, ze oddziatywanie na
lipoproteiny zwiazane z czastkami wirusowymi, warun-
kujace jego potencjat zakazny, mogtoby stanowi¢ nowy
cel terapeutyczny, zmierzajacy do zablokowania lub
przynajmniej obnizenia poziomu infekcji.

Inna oryginalno$¢ wzw C stanowi zalezno$¢ proce-
su infekcji oraz transportu komponent wirusa poprzez
sie¢ mikrotubul na réznych etapach jego cyklu. Nasze
obserwacje sugeruja, ze aby zakazi¢ komorke wirus
wzw C moze w sposéb oryginalny wykorzystywaé
mechanizmy transportu na mikrotubulach zalezne od
ich polimeryzacji, w ktorych biatko nukleokapsydu
wirusowego gra bardzo szczegdlna role.

Tak wigc mikrotubule moglyby stanowi¢ rowniez
zupehie nowy i interesujacy cel terapeutyczny. Srodki
wplywajace na strukturg lub funkcj¢ mikrotubul sa
uzywane w leczeniu pewnych typdéw raka. Prace ostat-
nio prowadzone przez nasz zespdt pozwolily zidenty-
fikowac fragment biatka kapsydu wzw C, odpowie-
dzialny za jego interakcje z tubuling i mikrotubulami
(F. Roohvand iwsp., w przygotowaniu). Przyszte
badania pokaza czy uzycie tego fragmentu jako inhibi-
tora pozwoli zablokowac Iub ostabi¢ infekcjg wzw C.
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