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Rozdziat 1

Wprowadzenie

Po wielu latach gromadzenia wiedzy na temat zakazenia HCV obserwa-
cje empiryczne, kliniczne, laboratoryjne i eksperymentalne pozwolity bli-
zej pozna¢ ogolnobiologiczne cechy tworzace obraz heterogennosci prze-
biegu tej infekcji. Niemniej patogeneza zakazenia wirusem C zapalenia
watroby nie jest w petni wyjasniona, chociaz w ostatnich latach dokonat
sie na tym polu bardzo znaczacy postep. Niezwykle istotne znaczenie ma
tutaj opracowanie nowych technik genetycznych umozliwiajacych sledze-
nie praktycznie wszystkich etapow cyklu zyciowego HCV. Zwrdcono uwa-
ge ha znaczenie sprawnego, harmonijnego funkcjonowania mechanizméw
zarobwno odpowiedzi wrodzonej (znaczenie komorek dendrytycznych),
jak i nabytej (komdrki T), a przede wszystkim kooperacji obu rodzajoéw
uktadéw odpornosciowych. Szczeg6lnie rozwojowe wydajg si¢ badania
nad rola komorkowych regulatoréw ekspresji HCV-RNA. Wszystkie te
osiaggniecia bardzo dobrze rokuja dla opracowania zupetnie nowych metod
terapeutycznych, ktore znajduja si¢ juz w roznych fazach badan klinicz-
nych, przedklinicznych lub na jeszcze wczesniejszych etapach.

Czerpiagc z doswiadczenia terapeutycznego zdobytego w ostatnich la-
tach, wiemy takze, ze odpowiedz na leczenie zakazonych w okresie prze-
wlektym jest zréznicowana. W uproszczeniu pacjentow tych mozemy po-
dzieli¢ na dwie podgrupy — odpowiadajacych i nieodpowiadajacych. Tak
nakreslone zro6znicowanie musi by¢ podstawa pytania o jego przyczyny.
Czynnikom zwigkszajacym lub, vice versa, zmniejszajacym Szanse na
uzyskanie odpowiedzi wirusologicznej pod wptywem leczenia przeciw-
wirusowego poswiecono ostatnio bardzo wiele analiz.

Opracowanie to nie jest petng monografig na temat wirusa C i skutkdw
jego zakazenia, chociazby dlatego, ze nie zawiera danych epidemiologicz-
nych, analizy przebiegu Kklinicznego (w tym doktadnego przedstawienia
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pozawatrobowej lokalizacji zmian), zagadnien pediatrycznych czy pelnych
informacji dotyczacych wspoétzakazen HBV i HIV. Jest natomiast zbiorem
informacji na temat samego wirusa C, patogenezy zakazenia przezen wywo-
tywanego oraz aktualnie stosowanych metod leczenia przeciwwirusowego
zarbwno w ostrym, jak i w przewlektym okresie choroby. Przedstawiono
takze perspektywy leczenia wynikajace z podstaw patogenetycznych zaka-
zenia, co czesto prowadzi do zupetnie nowatorskich propozycji, nierzadko
bedacych juz w roznych fazach zaawansowania w praktyce.

Autor, poza biezagcym pismiennictwem, wykorzystat w opracowaniu
prezentowanego materiatu kilka wtasnych publikacji — prac pogladowych
oraz sprawozdan ze zjazdéw migdzynarodowych, jak réwniez wigkszych
prac wydanych w formie osobnych publikacji (Juszczyk, 2003, 2006,
2007a, 2007b, 2008a, 2008b). Osiagniecia polskich osrodkéw naukowych
w zakresie badan na zakazeniem HCV zostaty juz poprzednio przedsta-
wione w odr¢gbnym opracowaniu (Juszczyk, 2005).

Wirusowe zapalenie watroby typu C jest bardzo powaznym problemem
medycznym. Na swiecie zakazonych HCV jest od 170 do 200 min ludzi.
W latach 1995-2005 w 24 krajach Unii Europejskiej zarejestrowano pra-
wie 250 000 przypadkow (a tylko w roku 2005 nieomal 29 500) ze statg
tendencja wzrostows, przy sredniej nosicielstwa 1,0%, z bardzo duzym
przedziatem zmiennosci tej wartosci w réznych krajach: od 0,1% do 6,0%
(Rantala i de Laar, 2008). Najczesciej zakazenie HCV jest rozpoznawa-
ne w Europie w grupie wiekowej 25-44 lata oraz 15-24 lata, dwukrotnie
czesciej u mezczyzn (Rantala i de Laar, 2008). Polska Grupa Ekspertow
szacuje, iz w naszym kraju liczba zakazonych HCV wynosi ok. 750 000
(zakazenie wystepuje u ok. 1,5% populacji). Przewaza zakazenie genoty-
pem 1 — ok. 75% — podobnie jak w innych krajach europejskich z odset-
kami od 68 do 82% (Tyczyno, 2007; Rantala i de Laar, 2008). Genotypy
1b i 2 sa zwigzane z zakazeniami nozokomialnymi oraz z przetoczeniami
krwi, przede wszystkim przeprowadzonymi przed rokiem 1991, natomiast
genotypy la, 3/3a i 4 dominujg wsrdd zakazonych poprzez stosowanie
dozylnych $rodkow uzalezniajacych (Rantala i de Laar, 2008). Pomimo
bardzo znaczacej poprawy bezpieczenstwa przetaczania krwi oraz jej po-
chodnych, higieny (w tym coraz wyrazniej szpitalnej) i innych dziatan
zapobiegawczych, epidemiolodzy zwracaja uwage na znaczna liczbe nie-
rozpoznanych przypadkow, jak rdwniez nowe zakazenia. Podkresla sie, ze
zakazenie HCV jest wzglednie rzadkie na drodze kontaktow seksualnych
oraz jako infekcja okotoporodowa, natomiast w 10-54% przypadkach dro-
ga zakazenia nie jest znana (Esteban i wsp., 2008). W odrdznieniu od wi-
rusowego zapalenia watroby typu B, przeciwko HCV nie ma szczepionki,
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a prace nad nig sg utrudnione z powodu biologicznych wiasciwosci wirusa
charakteryzujacego si¢ bardzo duzg zmiennoscig genetyczna.

Zakazenie HCV jest przyczyna wigcej anizeli potowy wszystkich przy-
padkéw raka watrobowokomaorkowego oraz przeszto 70% transplantacji
watroby w zwigzku z krancowa niewydolnoscig watroby zwiazang ze
skutkami zakazenia tym wirusem w krajach rozwinigtych (Lauer i Walker,
2001). W Polsce w roku 2005 z powodu marskosci o tej etiologii dokona-
no 38 tego rodzaju operacji. Wsrod wszystkich (212) przeprowadzonych
w tym okresie transplantacji byta to najczestsza procedura (Matkowski
i wsp., 2007). Konsekwencje zakazenia HCV beda narastaty jako problem
medyczny w ciggu co najmniej nastepnych 30 lat (Sypsa i wsp., 2004).

W pismiennictwie ukazuje si¢ co roku bardzo duza liczba prac poswig-
conych réznym aspektom zakazenia HCV, a referaty przedstawiane na
roznego rodzaju kongresach i sympozjach liczone sg wiecej niz w setkach.
Dlatego nie cierpimy na brak informacji. Piszac na ten temat, przezywa-
my raczej rozterki zwiazane z wyborem rzeczy istotnych. Niejednokrotnie
jednak jest i tak, ze bardzo tymczasowe, niewielkie objgtosciowo donie-
sienie okazuje si¢ po niedtugim czasie bardzo znaczace, uruchamiajac cate
serie waznych badan i — w konsekwencji — publikacji ich wynikow, wska-
zujacych na dalsze kierunki badawcze.

Piszacy na poczatku roku 2009 na temat wirusowego zapalenia watroby
typu C dostrzega nadchodzacy przetom w terapii tej trudnej infekcji. Obec-
ny standard terapeutyczny (szczegoty i modyfikacje pozostawiamy narazie
na boku) polega na stosowaniu przede wszystkim pegylowanych postaci
interferonu a2 z rybawiryna. W opracowaniach (Thompson i wsp., 2009)
podsumowujacych wyniki terapii obejmujace obecnie juz dziesiatki tysie-
cy pacjentow podkresla sie, ze rozktad efektow i braku tychze statystycznie
przedstawia sie tak: sukces terapeutyczny, awigc trwaty efekt wirusowy, do-
tyczy srednio 40% leczonych, nawrotéw wiremii doswiadcza 20-30%, nie
odpowiada na leczenie 20% i taki sam odsetek chorych przerywa leczenie
z powodu objawdw niepozadanych (ta wartos¢ wydaje si¢ zawyzona). Ta-
Kie proporcje nie moga zadowala¢ — stad poszukiwania nowych lekow.
Obecnie prowadzonych jest przeszto 50 badan klinicznych dotyczacych
tego zagadnienia (Thompson i wsp., 2009).

Uwaza sig¢, ze nie mozna wykluczy¢ zarejestrowania w ciagu najbliz-
szych pieciu lat pierwszych preparatow o bezposrednim dziataniu przeciw-
wirusowym w potaczeniu z tak powszechnie dzi$ stosowanym leczeniem
standardowym. Jest to wiec przewidywanie terapii typu tréjlekowego, kté-
ra moze zwigkszy¢ srednie odsetki sukcesu leczniczego do 60%, zmniej-
szy¢ odsetek nawrotéw do 5-10% i brak odpowiedzi na terapie do 10%;
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nie mozna jednak wykluczy¢ 5-proc. zwiekszenia sie puli chorych, u kto-
rych trzeba bedzie przerywac leczenie, poniewaz potrdjna terapia niesie
za sobg zwigkszenie takiego ryzyka. Realna jest takze mozliwos¢ skroce-
nia czasu leczenia. Nalezy rowniez przewidywa¢ udowodnienie efektyw-
nosci terapii przy uzyciu zupetnie nowych komponentéw, niekoniecznie
w skojarzeniu z lekami dzis stosowanymi. Tu jednak rysuje sie problem
doskonale znany z zakazen HIV oraz HBV. Jest to zjawisko opornosci
wirusa — nieuniknione przy stosowaniu lekéw wprost interweniujacych
w mechanizm replikacji wirusa.

Ze wzgledu na te liczne okolicznosci i watki monografia ta nie ma cha-
rakteru systematycznego wyktadu catosci zagadnienia. Skupia si¢ bardziej
na opisie podstaw patogenezy zakazenia, dotychczasowych doswiadczen
terapeutycznych z proba wyjasnienia mechanizmoéw sukcesu leczenia lub
jego braku, stara si¢ takze wskaza¢ perspektywy na przysztosc.



Rozdziat 2

Wirus C zapalenia watroby

HCV jest wirusem wyposazonym w jednoniciowy RNA o dodatniej po-
laryzacji, zbudowanym z przeszto 9000 nukleotyddw, sklasyfikowanym od-
dzielnie wewnatrz rodziny Flaviviridae (Bartenschlager i Lohmann, 2000).
Posiada otoczke glikoproteinowa pochodzaca od komorki gospodarza (Wa-
Kita 1 wsp., 2005). Ma srednice¢ od 30 do 60 nm — srednio 50 nm (Wakita
i wsp., 2005). W koncu N otoczki E2 znajduje si¢ region o wysoko zmiennej
strukturze, HVR1, scisle zwigzany z omijaniem odpowiedzi odpornoscio-
wej organizmu (Bartenschlager i Lohmann, 2000; Wakita i wsp., 2005).

Czastki HCV wystepujace w plazmie sag ztaczone w kompleksy z LDL
I VLDL,; te ostatnie stanowig istotny czynnik procesu wytwarzania wirusa
(Andre i wsp., 2002). Nie jest doktadnie znany mechanizm zakazania komo-
rek przez HCV. To proces kompleksowy, wymagajacy wspdtudziatu licznych
czastek ze strony wirusa oraz komorki watrobowej lub innej permisywnej
(np. mononukleara krwi obwodowej). Wymienia si¢ tu: glikozaminoglika-
ny, lipazg lipoproteinowa, receptor LDL, receptor klasy B typu | — SR-BI
oraz, pierwsza sposrod nich zidentyfikowana i najlepiej poznana, czasteczke
CD81 wchodzaca w interakcje z glikoproteing wirusowa E2 (Helle i Dubu-
isson, 2008). Ostatnio do petnienigcych takie niezbedne funkcje receptoro-
we zaliczono jeszcze jeden element, nalezacy do struktury ztagcz komorek
watrobowych: biatka z grupy klaudyn (Hahn i wsp., 2006).

HCV namnaza si¢ przede wszystkim w komdrkach watrobowych (he-
patocytach), chociaz szczego6ty procesu nie sa do konca poznane (Pawlot-
sky i wsp., 2007). Po wniknieciu wirusa do cytoplazmy komorki zostaje
uwolniony genomowy RNA o dodatniej polaryzacji. Replikacja przebie-
ga w dwoch fazach, obu katalizowanych przez RNA-zalezna polimerazg
RNA (NS5B). W pierwszej dodatnio spolaryzowana ni¢ RNA HCV jest
matryca do syntezy ujemnej nici RNA HCV. W drugiej ni¢ o polaryzacji
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ujemnej stuzy jako matryca do wytwarzania duzej liczby nici spolaryzowa-
nych dodatnio, ktorych jest ok. 10-krotnie wiecej anizeli spolaryzowanych
ujemnie. Sg one nastepnie wykorzystywane do translacji w poliproteing,
wytwarzania nowych produktow posrednich dla replikacji i pakowania
wirusa w ostateczng, w petni dojrzatg struktur¢ wirionu, w postaci ktérej
opusci on komorke (Bartenschlager i wsp., 2004).

Translacja genomu HCV przebiega pod kontrolg IRES (ang. internal
ribosome entry site). W procesie powstawania poliproteiny uczestnicza
komorkowe eukariotyczne czynniki inicjujace elF 2 i 3 (ang. eukaryotic
initiation factors) oraz biatka gospodarza (Otto i Puglisi, 2004). Otwar-
ta ramka odczytu HCV sktada si¢ z 9024-9111 nukleotyddw, o liczbie
zaleznej od genotypu (Pawlotsky i wsp., 2007). Znanych jest 6 geno-
typow HCV (oznaczonych liczbami arabskimi od 1 do 6) i wiecej niz
100 podtypéw (do ,,numeru” genotypu dodawane sa litery, np. la itd.)
Genotypy rézniag si¢ w 31-34% sekwencjami nukleotydow, natomiast
podtypy w 20-23% (Bartenschlager i Lohmann, 2000). Zréznicowanie
to ma bardzo duze znaczenie praktyczne. Jest zwigzane z odpowiedzig
na leczenie przeciwwirusowe z gorszymi wynikami dla genotypéw 1.
i 4. (Seeff i wsp., 2000). Stanowi réwniez najpowazniejsza przeszkode
w konstrukcji szczepionki. Nie udowodniono bezposredniego zwiaz-
ku pomiedzy zakazeniem okreslonym genotypem a ryzykiem rozwoju
marskosci. Natomiast genotyp 3. ma zwiazek ze sttuszczeniem watroby
(Rubbia-Brandt i wsp., 2000).

Poliproteina HCV ulega rozszczepieniu do 10 r6znych produktow (Bar-
tenschlager i Lohmann, 2000). Sa to biatka strukturalne (S) i niestruktu-
ralne (NS). Oznaczono je pierwszymi literami stdw z jezyka angielskiego:
C (ang. core — ‘rdzen’), E (ang. envelope — ‘otoczka’) E1, E2, p (ang.
protein — ‘biatko’) p7 i NS (ang. non-structural — “niestrukturalne”) NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A i NS5B.

Znane sg nastepujace funkcje ww. biatek (Bartenschlager i Lohmann,
2000):

* rdzen: biatko nukleokapsydu;

» E1: biatko otoczki;

» E2: biatko otoczki, wchodzi w interakcje z CD81,

» P7: funkcja nieznana, kationowy kanat jonowy?;

» NS2: proteaza, autokatalityczne rozcinanie poliproteiny prekursoroweyj;

» NS3: proteaza serynowa, RNA-helikaza; ma liczne funkcje jako NTP-
-aza aktywowana przez RNA oraz czynnik uczestniczacy w formowa-
niu drugorzedowej struktury RNA (Gwack i wsp., 1997);

* NS4A: tworzy kompleks z NS3, kofaktor dla proteazy NS3;
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* NS4B: m.in. stuzy jako element ,,zakotwiczajacy” kompleks repli-
kacyjny do bton siatki endoplazmatycznej komorki, bedac integralna
sktadowsa tej struktury; jest takze modulatorem aktywnosci NS5B HCV
(Gretton i wsp., 2005);

* NS5A: ma budowe metaloproteiny cynkowej o duzym znaczeniu w re-
plikacji wirusa. W koncu N zawiera krotkie fragmenty aminokwasowe
niezbedne do ztozenia oraz umieszczenia kompleksu replikacyjnego
w obszarze bton okotojadrowych (Penin i wsp., 2004); doktadne funkcje
w tym zakresie nie sg jednak znane. Zawiera sekwencje wrazliwosci na
interferon (ISDR); wchodzi w interakcje z kinaza biatkowa (PKR);

» NS5B: RNA-zalezna polimeraza RNA. W badaniach jej struktury kry-
stalicznej wykryto, iz ma klasyczna budowe typu ,,palce, dton i kciuk”
(Bressanelli i wsp., 1999 i inni); interakcje pomiedzy ,,palcami” a ,,kciu-
kiem” maja kluczowe znaczenie dla syntezy dodatniej i ujemnej nici HCV-
-RNA (Lesburg i wsp., 1999). Wiaze cyklofiling B, cis-transizomeraze
regulujaca replikacj¢ HCV przez modulacj¢ zdolnosci wiazania si¢ RNA
z innymi strukturami (Nakagawa i wsp., 2005).

W zakazeniu przewlektym w 1 ml krwi znajduje sie od 10° do 10° cza-
stek, a w ciaggu dnia powstaje 10*? czastek wirusowych (Neumann i wsp.,
1998). Wartosci te moga by¢ wyzsze (Bartenschlager i Lohmann, 2000). Za
dawke zakazajgca uwaza sie¢ rownowaznik 100 czastek HCV. Pomimo tak
wysokich wartosci wiremii wystgpowanie HCV w ptynach ustrojowych
i w tkankach jest mniejsze. Bardzo duze ilosci HCV-RNA znajduja si¢
w watrobie w warunkach immunosupresji. Wykazano to u szympansow
oraz po transplantacji watroby w zwigzku z zakazeniem HCV (Barten-
schlager i Lohmann, 2000).

HCV wykrywa si¢ takze w innych komdrkach. Wykazuje on réwniez
tropizm do komérek jednojadrzastych krwi obwodowej. Sekwencje HCV-
-RNA wykryto w mononuklearach u 50% do 80% o0s6b (Bartenschlager
i Lohmann, 2000), jak rowniez w innych komorkach, w tym osrodko-
wego uktadu nerwowego (Laskus i wsp., 2002). Replikatywne formy
HCV-RNA w mononuklearach maja znaczenie jako rezerwuar infekcji
u chorych leczonych przeciwwirusowo, w transfuzjologii i w transplan-
tologii. Ostatnio wykazano zrdznicowanie profilu cytokin u 0sob z uta-
jonym zakazeniem HCV w mononuklearach w poréwnaniu z zapaleniem
aktywnym (Pham i wsp., 2008).
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