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1. Wykaz skrótów  

 

Ang. – angielski 

Apo – apolipoproteiny (ang. Apolipoproteins) 

AR – rejon antygenowy (ang. Antigenic region) 

AS – miejsce antygenowe (ang. Antigenic site) 

Asn – asparagina 

BSA – surowicza albumina wołowa (ang. Bovine serum albumin) 

C – białko rdzenia (ang. Core protein) 

CD – antygen różnicowania komórkowego (ang. Cluster of differentiation) 

CD81 – receptor CD81 (ang. Cluster of differentiation 81) 

CDC – Centrum Kontroli i Prewencji Chorób (ang. Centers for Disease Control and 

Prevention) 

CLDN1 – klaudyna 1 (ang. Claudin1) 

CR – rejon konserwowany (ang. Conserved region) 

CRE – element replikacyjny (ang. Cis-acting replication element) 

DAAs – leki o bezpośrednim działaniu przeciwwirusowym (ang. Direct Acting Antivirals) 

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic acid) 

E1 – glikoproteina osłonkowa 1 (ang. Envelope glycoprotein 1) 

E2 – glikoproteina osłonkowa 2 (ang. Envelope glycoprotein 2) 

eIF-2a – eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 2a (ang. eukaryotic translation initiation 

factor 2a) 

EMA – Europejska Agencja Leków (ang. European Medicines Agency) 

ER – retikulum endoplazmatyczne (ang. Endoplasmic reticulum) 

FBS – płodowa surowica bydlęca (ang. Fetal bovine serum) 

FDA – Amerykańska Agencja Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration) 

GNA – lektyny pochodzące ze śnieżyczki przebiśniega (ang. Galanthus nivalis agglutinin) 

GST – transferaza-S-glutationowa (ang. Glutathione-S-Transferase) 

Gt – genotyp  

HAV – wirus zapalenia wątroby typu A (ang. Hepatitis A Virus) 

HBV – wirus zapalenia wątroby typu C (ang. Hepatitis B Virus) 

HCC – rak wątrobowokomórkowy (ang. Hepatocellular carcinoma) 

HCV – wirus zapalenia wątroby typu C (ang. Hepatitis C Virus) 

HCVcc – infekcyjny HCV pochodzący z hodowli komórkowych (ang. cell culture HCV) 
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HCVpp – pseudocząsteczki wirusa HCV (ang. HCV pseudoparticles) 

HIV – ludzki wirus niedoboru odporności (ang. Human Immunodeficiency Virus) 

HVR – rejon hiperzmienny (ang. Hypervariable region) 

IFN – interferon  

Il – interleukina (ang. Interleukin)  

IRES – wewnętrzne miejsce wiązania rybosomu (ang. Internal Ribosome Entry Site) 

J.w – jak wyżej  

LDL – lipoproteiny o małej gęstości (ang. Low density lipoproteins) 

LEL – duża pętla zewnątrzkomórkowa (ang. Large Extracellular Loop) 

LVP – cząsteczki lipowirusowe (ang. Lipo-viro-particles) 

MHC – główny układ zgodności tkankowej (ang. Major Histopatibility Complex) 

nAb – przeciwciała neutralizujące (ang. neutralizing antibodies) 

NANBH – wirus zapalenia wątroby typu nie-A i nie-B (ang. Non-A-Non-B-Hepatitis Virus) 

NK – naturalni zabójcy, komórki układu immunologicznego (ang. Natural Killers) 

NR – pacjenci nieodpowiadający na terapię anty-HCV (ang. Non-responders) 

NS – białko niestrukturalne (ang. Non-structural protein) 

NTD – domena N-końcowa (ang. N-terminal domain) 

OCLN – okludyna (ang. Occludin) 

ORF – otwarta ramka odczytu (ang. Open Reading Frame) 

PBMC – jednojądrzaste komórki krwi obwodowej (ang. Peripheral blood mononuclear cells) 

PCR – łańcuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction) 

Peg – pegylowany 

pFP – prawdopodobny peptyd fuzyjny (ang. Putative fusion peptide) 

PI – inhibitory proteazy wirusowej (ang. Protease inhibitors) 

PKR – białkowa kinaza R (ang. Protein kinase R) 

PVDF – polifluorek winylidenu (ang. Polyvinylidene fluoride) 

RBD – domena wiążąca receptor białka S wirusa SARS-CoV-2 (ang. Receptor binding 

domain) 

RBV – rybawiryna (ang. Ribavirin) 

RNA – kwas rybonukleinowy  

RT-PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy z odwrotną transkrypcją (ang. Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction) 

S – białko kolca wirusa SARS-CoV-2 (ang. Spike) 
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SARS-CoV-2 – drugi koronawirus ciężkiego ostrego zespołu oddechowego (ang. Severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2) 

SEL – mała pętla zewnątrzkomórkowa (ang. Small Extracellular Loop) 

Ser – seryna (ang. Serine) 

sHBaAg – małe białko powierzchniowe wirusa zapalenia wątroby typu B (ang. Small 

hepatitis B surface antygen) 

SPP – peptydaza peptydu sygnałowego (ang. Signal Peptide Peptidase) 

SR – pacjenci trwale odpowiadający na terapię anty-HCV (ang. Sustained-responders) 

SR-BI – receptor zmiatacz klasy B typu I (ang. Scavenger receptor class B type I) 

SVR – trwała odpowiedź wirusologiczna (ang. sustained virological response) 

Thr – treonina (ang. Threonine) 

TLR – treceptor toll-podobny (ang. Toll-like receptor) 

TMD – domena przezbłonowa (ang. Transmembrane domain) 

TR – przejściowa odpowiedź wirusologiczna (ang. Transient-response) 

UTR – rejon niepodlegający translacji (ang. Untranslated region) 

VLDL – lipoproteiny o bardzo małej gęstości (ang. Very-low density lipoproteins) 

VLPs – cząsteczki wirusopodobne (ang. virus-like particles) 

WHO – Światowa Organizacja Zrowia (ang. World Health Organisation) 

WZW – wirusowe zapalenie wątroby 
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2. Streszczenie w języku polskim 
 

Wirus zapalenia wątroby tupu C (ang. Hepatitis C Virus, HCV) stanowi jedno  

z najbardziej poważnych zagrożeń dla zdrowia publicznego. Szacuje się, że ok 1-2% 

światowej populacji jest zakażonych tym wirusem, co przekłada się na około 242 000 zgonów 

rocznie, corocznie też dochodzi do 1,5 miliona nowych zakażeń. Do roku 2011 roku 

standardem leczenia zakażeń HCV pozostawała terapia skojarzona pegylowanym 

interferonem oraz rybawiryną. Jednakże wieloletnia praca naukowców doprowadziła do 

opracowania leków celujących bezpośrednio w białka wirusowe, tzw direct acting anti-viral 

drugs (DAAs). Terapeutyki te cechują się bardzo wysokim wskaźnikiem skuteczności 

(powyżej 90%). Jednak wysokie koszty prowadzenia terapii przy pomocy DAAs, ograniczona 

jej dostępność, a także pojawianie się wariantów opornych na leczenie stanowią główne 

przeszkody w skutecznej kontroli rozprzestrzeniania się zakażeń wirusem HCV. Istnieje więc 

wciąż wielka potrzeba opracowania szczepionki profilaktycznej. Zadanie to jest jednak 

utrudnione przez wysoką zmienność genetyczną wirusa, a także brak dogłębnego zrozumienia 

mechanizmów wzbudzania odpowiedzi immunologicznej przeciwko wirusowi zapalenia 

wątroby typu C. 

Glikoproteiny osłonkowe E1 i E2, tworzące na powierzchni wirionu HCV heterodimer  

i odpowiedzialne za wejście wirusa do komórki gospodarza, są głównym celem dla 

przeciwciał neutralizujących (ang. Neutralizing antibodies, nAb). Ektodomeny obu tych 

białek są silnie glikozylowane – glikany stanowią 1/3 masy heterodimeru E1E2. Pomimo 

dużej zmienności genetycznej, miejsca N-glikozylacji są silnie konserwowane, co może 

sugerować ich ważną rolę w funkcjonowaniu glikoprotein HCV. Co więcej, dane literaturowe 

wskazują na udział N-glikanów w ucieczce wariantów wirusowych przed działaniem układu 

immunologicznego gospodarza, zarówno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Można więc 

wnioskować, że wzór N-glikozylacji glikoprotein E1E2 może pełnić kluczową rolę  

w indukowaniu odpowiedzi ze strony przeciwciał neutralizujących przez potencjalne 

preparaty szczepionkowe. 

Celem niniejszej pracy było poszukiwanie zależności pomiędzy zmiennością genetyczną 

glikoproteiny E2 wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV), a odpowiedzią na terapię 

pegylowanym interferonem alfa i rybawiryną u dzieci. W trakcie prowadzenia badań został 
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udokumentowany związek pomiędzy mutacjami we wzorze N-glikozylacji białka E2,  

a zmniejszonym rozpoznawaniem epitopów przez przeciwciała neutralizujące.  

Modelami użytymi w wykonanych badaniach były chimeryczne heterodimery 

glikoprotein E1E2 wirusa HCV składające się z białek uzyskanych ze szczepu referencyjnego 

H77c wirusa HCV (glikoproteina E1) oraz białek otrzymanych z materiału pochodzącego od 

pacjentów Kliniki Chorób Zakaźnych i Neurologii Dziecięcej Uniwersytetu Medycznego  

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (glikoproteina E2). Istotnym celem pracy była 

analiza roli obecności/braku reszt cukrowych na powierzchni glikoproteiny E2 w procesie 

rozpoznawania przez przeciwciała neutralizujące. Co ważne, warianty glikoproteiny E2 

niosące zmiany we wzorze N-glikozylacji obecne przed rozpoczęciem leczenia, w wyniku 

działania presji selekcyjnej, stawały się wariantami dominującymi w organizmie pacjenta.  

Przeprowadzone badania pozwoliły na uzyskanie istotnych informacji na temat 

potencjalnego mechanizmu ucieczki wirusa HCV przed działaniem układu 

immunologicznego gospodarza, co może przyczynić się do opracowania skutecznej 

szczepionki przeciwko wirusowi zapalenia wątroby typu C. 
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3. Abstract (streszczenie w języku angielskim) 

 

Hepatitis C Virus (HCV) is one of the most serious public health threats. It is estimated 

that approximately 1-2 % of the world's population is infected with the virus, resulting in 

approximately 242 000 deaths per year and 1.5 million new infections each year. Until 2011, 

combination therapy with pegylated interferon and ribavirin remained the standard of care for 

HCV infection. However, many years of research work have led to the development of drugs 

that target viral proteins directly, so-called direct acting anti-viral drugs (DAAs). These 

therapies have a very high success rate (above 90%). However, the high cost of providing 

therapy with DAAs, its limited availability, and the emergence of treatment-resistant variants 

are major obstacles to effectively controlling the spread of HCV infection. There is therefore 

still a great need to develop a prophylactic vaccine. However, this task is hampered by the 

high genetic variability of the virus, as well as the lack of a thorough understanding of the 

mechanisms of induction of the immune response against hepatitis C virus. 

The envelope glycoproteins E1 and E2, which form a heterodimer on the surface of the 

HCV virus and are responsible for the entry of the virus into the host cell, are the main target 

for neutralizing antibodies. The ectodomains of both these proteins are highly glycosylated - 

glycans account for one-third of the mass of the E1E2 heterodimer. Despite high genetic 

variability, the N-glycosylation sites are highly conserved, which may suggest their important 

role in HCV glycoprotein function. Moreover, literature data indicate the involvement of  

N-glycans in the escape of viral variants from the host immune system, both in vitro and in 

vivo. Thus, it can be inferred that the N-glycosylation pattern of E1E2 glycoproteins may play  

a key role in the induction of neutralizing antibodies response by potential vaccine candidates. 

The aim of the present study was to search for a relationship between genetic variation  

of the E2 glycoprotein of hepatitis C virus (HCV) and the response to pegylated interferon 

alpha and ribavirin therapy in children. During the course of the study, an association between 

mutations in the N-glycosylation pattern of the E2 protein and reduced recognition of epitopes 

by neutralizing antibodies was documented. 

The models used in the study were chimeric heterodimers of HCV glycoproteins E1E2 

consisting of proteins obtained from the reference strain H77c of HCV (glycoprotein E1) and 

proteins obtained from material from patients of the Department of Infectious Diseases and 



13 

 

Child Neurology of the Karol Marcinkowski Medical University in Poznań (glycoprotein E2). 

An important aim of the study was to analyze the role of the presence/absence of sugar 

residues on the surface of glycoprotein E2 in the recognition process by neutralizing 

antibodies. Importantly, variants of E2 glycoprotein carrying changes in the N-glycosylation 

pattern present prior to treatment became the predominant variants in the patient's organism as 

a result of selection pressure. 

The research conducted has provided important insights into the potential mechanism 

by which HCV escapes from the host immune system, which may contribute to the 

development of an effective vaccine against hepatitis C virus. 
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4. Wstęp 
 

4.1. Charakterystyka Wirusa Zapalenia Watroby typu C (HCV) 

 

Wirus zapalenia wątroby tupu C (ang. Hepatitis C Virus, HCV) stanowi jedno  

z najbardziej poważnych zagrożeń dla zdrowia publicznego. Szacuje się, że ok 1-2% 

światowej populacji jest zakażonych tym wirusem, co przekłada się na około 242 000 zgonów 

rocznie, a dodatkowo każdego roku dochodzi do 1,5 milionów nowych zakażeń (Kenfack-

Momo i wsp., 2024; WHO 2024).  

Wirus HCV został zidentyfikowany w 1989 roku przez zespół naukowców pod 

kierownictwem Michaela Houghtona dzięki wykorzystaniu technik klonowania 

molekularnego i analizy cDNA. Jednakże jeszcze we wczesnych latach siedemdziesiątych XX 

wieku lekarze klinicyści obserwowali częste przypadki występowania zapalenia wątroby 

związanego z transfuzją (około 1/3 wszystkich pacjentów poddawanych transfuzjom), często 

o charakterze przewlekłym, którego nie można było przypisać ani wirusowi zapalenia 

wątroby typu A (ang. Hepatitis A Virus, HAV), ani wirusowi zapalenia wątroby typu B  

(ang. Hepatitis B Virus, HBV), ani żadnej innej znanej przyczynie. Naukowcy, świadomi 

istnienia nowego czynnika wywołującego chroniczne zapalenie wątroby, zaczęli stosować 

określenie Wirus Zapalenia Wątroby Typu Nie-A i Nie-B (ang. Non-A-Non-B-Hepatitis 

Virus, NANBH). Za twórców tego terminu uznaje się Harveya J. Altera i jego 

współpracowników (Alter i wsp., 1975; Manns i Maasoumy, 2022). Warto wspomnieć, że  

w 2020 roku Harvey J. Alter, Michael Houghton i Charles M. Rice otrzymali Nagrodę Nobla 

w dziedzinie fizjologii lub medycyny właśnie za odkrycie wirusa zapalenia wątroby typu C 

(HCV). 

Obecnie wiadomo, że wirus HCV należy do rodziny Flaviviridae i do rodzaju 

Hepacivirus. Jest małym, osłonkowymym wirusem, którego materiał genetyczny, stanowi 

pojedyncza nić RNA o dodatniej polarności (Morozov i wsp., 2018). Chociaż HCV wykazuje 

tropizm w kierunku hepatocytów, może namnażać się także w tkankach pozawątrobowych,  

w tym w komórkach jednojądrzastych krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear 

cell, PBMC) (Hajarizadeh i wsp.,2013). 
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4.2. Struktura wirionu i organizacja genomu wirusa HCV 

 

Cząsteczki wirusa zapalenia wątroby typu C zbudowane są z dwudziestościennego 

nukleokapsydu utworzonego przez białka rdzenia (ang. Core protein, C protein)  

i otaczającego genom wirusa w postaci pojedynczej nici RNA. Całość otoczona jest bogatą  

w lipidy osłonką wirusową, pochodzącą z retikulum endoplazmatycznego, w której 

zakotwiczone są glikoproteiny E1 i E2 (ang. Envelope glycoprotein, E) (Modrapuor i wsp., 

2007; Kim i Chang, 2013). Analiza wirionów wyizolowanych z osocza zakażonych osób oraz 

uzyskanych z hodowli komórkowych wykazała, że cząsteczki wirusa HCV mają średnicę  

56-65 nm, podczas gdy średnica rdzenia wirusowego to około 45 nm (Gastaminza i wsp., 

2010, Catanese i wsp., 2013) (Rysunek 1).  

 

Rys. 1 Schemat cząsteczki wirusa HCV (na podstawie Loureiro i wsp., 2020). 

 

Co ciekawe, populacja wirionów HCV nie jest jednorodna – ich rozmiar,  

a nawet stopień zakaźności wykazują znaczne różnice Bardzo często cząsteczki wirusa 

połączone są z lipoproteinami komórkowymi takimi jak: apolipoproteiny (ang. 

Apolipoproteins, Apo) A1, B, C i E, lipoproteiny o małej gęstości (ang. Low density 

lipoproteins, LDL) oraz lipoproteiny o bardzo małej gęstości (ang. Very-low density 

lipoproteins, VLDL) – noszą one wówczas miano cząsteczek lipowirusowych (ang. Lipo-

Viro-Particles, LVP) (Moriishi i Matsuura, 2012; Vercauteren i wsp. 2014).  

Genom wirusa HCV stanowi pojedyncza nić RNA o długość około 9600 nukleotydów 

zawierająca dwa wysoce konserwowane regiony nieulegające translacji (ang. Untranslated 

region, UTR): 5'-UTR i 3'-UTR, które otaczają pojedynczą otwartą ramkę odczytu (ang. Open 

reading frame, ORF) (Rysunek 2). Wysoce konserwowany rejon 5'-UTR składa się z 341 
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nukleotydów tworzących 4 ustrukturyzowane domeny. Morozov i wsp. wskazują, że pierwsze 

125 nukleotydów 5'UTR (domeny I i II) jest niezbędnych do replikacji wirusowego RNA. 

Pozostałe dwie domeny (III i IV) zaangażowane są w wiązanie rybosomu (sekwencja IRES – 

ang. Internal Ribosome Entry Site) i umożliwiają inicjację translacji wirusowej poliproteiny  

w sposób niezależny od czapeczki (Morozov i wsp., 2018). Z kolei rejon 3'-UTR ma długość 

ok. 400 nukleotydów i odgrywa kluczową rolę w replikacji HCV. Podobnie jak 5’-UTR, 

region ten jest wysoce konserwowany i składa się z trzech odrębnych funkcjonalnie części. 

Wśród nich obecny jest element replikacyjny CRE (ang. Cis-acting replication element) 

pełniący rolę inhibitora translacji i wzmacniacza replikacji. Mechanizm, za pomocą którego 

CRE zakłóca syntezę poliproteiny HCV, nie jest do końca poznany (Shi i wsp., 2016; 

Romero-Lopez i wsp., 2018) 

 

 

Rys. 2 Schemat organizacji genomu wirusa HCV (na podstawie Romero-López i wsp., 2018). 

 

W przeciwieństwie do enzymów obecnych u wirusów DNA, RNA-zależna polimeraza 

RNA wirusa HCV nie wykazuje aktywności korekcyjnej, co przekłada się na wysoki poziom 

mutacji (rzędu 103-105 mutacji/ nukleotyd/ cykl replikacji). To wysokie tempo mutacji wraz  

z działaniem zjawisk ewolucyjnych (np. presja selekcyjna) doprowadziły do powstania dwóch 

poziomów zmienności: osobniczej (tzw. pseudotypy wirusowe, quasi-gatunki wirusowe) oraz 

zmienności między gospodarzami (genotypy, subtypy) (Domingo i Perales, 2019). Wirus 

zapalenia wątroby typu C (HCV) jest wirusem o znacznym stopniu zróżnicowania 

genetycznego. Do tej pory zidentyfikowano 8 genotypów (nazywanych 1-8 w kolejności 

odkrycia) i ponad 100 podtypów (określanych literami alfabetu łacińskiego). Na poziomie 

nukleotydowym istnieje 30-35% różnica sekwencji między genotypami i 15% różnica między 

podtypami tego samego genotypu. Ponadto w organizmie osoby zakażonej wirus występuje  
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w postaci quasi-gatunków, różniących się od siebie od 1% do 10 % sekwencji nukleotydowej 

(Kouroumalis i Voumvouraki, 2022) (Rysunek 3). 

 

 

 

 Rys. 3 Schemat powstawania quasi-gatunków wirusowych. 

 

Genotyp 1 jest najbardziej rozpowszechniony na świecie (szczególnie w krajach 

rozwiniętych), przy czym podtyp 1a wykazuje większą częstość występowania w Stanach 

Zjednoczonych i Kanadzie, a podtyp 1b – w Europie. Genotyp 2 dominuje w Afryce 

Zachodniej, genotyp 3 występuje endemicznie w Azji Południowo-Wschodniej, a obecność 

genotypu 4 ogranicza się do Bliskiego Wschodu, Egiptu oraz Afryki Środkowej. Genotyp 5 

występuje prawie wyłącznie w Afryce Południowej, podczas gdy genotyp 6 występuje 

głównie w całej Azji. Niedawno odkryty genotyp 7 został zidentyfikowany u siedmiu 

zakażonych osób w Demokratycznej Republice Konga, a genotyp 8 u czterech zakażonych 

osób z Pendżabu (Indie) (Antaki i wsp., 2010). Na całym świecie najbardziej 

rozpowszechnionymi genotypami są genotypy 1 i 3, które odpowiadają odpowiednio za 44%  



18 

 

i 25% zakażeń HCV (Petruzziello i wsp., 2016). Warto zwrócić uwagę na fakt, że wysoka 

zmienność genetyczna wirusa HCV jest cechą typową dla Afryki Subsaharyjskiej, co może 

sugerować występowanie endemiczne HCV na tym obrzarze na długo przed jego globalnym 

rozprzestrzenieniem się w ciągu ostatnich 100 lat (Polaris Observatory HCV Collaborators, 

2017). Badania przeprowadzone w ramach projektu EpiTer-2, wykazały, że w Polsce 

dominującym jest genotyp 1b (82%) zaś pozostałe genotypy to: 3 (11,3%), 4 (3,5%) i 1a 

(3,2%). Pacjenci, u których stwierdzono zakażenie genotypem 2, 5, czy 6 stanowili wyłącznie 

pojedyncze przypadki (Flisiak i wsp., 2018) 

4.3. Cykl życiowy wirusa HCV 
 

Pierwszym etapem cyklu życiowego wirusa HCV jest proces jego wejścia do komórki 

gospodarza. To złożony i wieloetapowy mechanizm, obejmujący interakcje cząsteczek wirusa  

z szeregiem receptorów obecnych na powierzchni komórki, między innymi: receptorem 

zmiataczem klasy B typu I (ang. Scavenger receptor class B type I, SRB1), receptorem CD81 

(ang. Cluster of differentiation 81), czy białkami połączeń ścisłych – klaudyną 1 (ang. 

claudin-1, CLDN1) i okludyną (ang. Occludin, OCLN) (Alazard-Dany i wsp., 2019). Wśród 

wymienionych czynników CD81 odgrywa niewątpliwie główną rolę. Receptor CD81 to 

tetraspanina o wysoce dynamicznej strukturze, wzbogaconej dodatkowo w obszary błony 

tworzące stabilne platformy, pozostające w ciągłej wymianie z resztą błony lipidowej. 

Równowaga tych zmian jest niezbędna do przeprowadzenia procesu wnikania HCV do 

komórki gospodarza. W szczególności uważa się, że cząsteczki CD81, które swobodnie 

dyfundują, a zatem nie są zaangażowane w statyczne mikrodomeny, są wykorzystywane 

przez HCV na etapie jego wejścia (Harris i wsp., 2013; Potel i wsp., 2013). Wykazano 

również, że CD81 oddziałuje z CLDN1, tworząc kompleks zaangażowany w dalsze etapy 

omawianego procesu i regulowany przez wiele szlaków sygnałowych (Farquhar i wsp., 2012).  

Jak już zostało wspomniane, wiriony HCV wykazują ścisły związek z lipidami 

obojętnymi (estrami cholesterolu i triglicerydami) oraz apolipoproteinami (Rysunek 4). 

Połączenie to nie tylko przyczynia się do maskowania glikoprotein osłonkowych, ale także 

odgrywa rolę w procesie wejściu wirusa do komórki gospodarza. Udowodniono udział 

apolipoproteiny E w wiązaniu do proteoglikanów siarczanu heparanu, receptora LDL oraz 

SR-BI (Jiang i wsp., 2012; Denolly i wsp., 2019). Poza ApoE na wczesnych etapach 

przyłączenia cząsteczki lipowirusowej do receptora SR-BI pośredniczą także ApoB-100 oraz 

ApoE (Maillard i wsp., 2006; Dao i wsp., 2012). Uważa się, że opisana powyżej interakcja 
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indukuje dysocjację wirionu HCV od cząsteczki lipidowej i przyczynia się do ekspozycji 

glikoproteiny E2 na bezpośrednie oddziaływanie z receptorami SR-BI oraz CD81 (Maillard  

i wsp., 2006).  

 

 

Rys. 4 Model lipowiro-cząstki (LVP) wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV) na podstawie 

Wrensch i wsp., 2018). 

 

Główną rolę we wnikaniu wirusa do komórki gospodarza, a tym samym  

w tropizmie wirusa do hepatocytów, odgrywają glikoproteiny osłonkowe E1 i E2. Białka te 

funkcjonują w postaci kompleksów heterodimerów związanych mostkami dwusiarczkowymi. 

E2 jest głównym białkiem odpowiedzialnym za wiązanie receptorów. Udowodniono 

bezpośrednie oddziaływanie między E2, a CD81 oraz SR-BI – co ciekawe, nawet przy braku 

E1. Powszechnie sądzi się, że E1 odgrywa jedynie rolę pomocniczą poprzez utrzymywanie 

prawidłowej konformacji białka E2, wymaganej do wiązania receptorów (Tong i wsp., 2018). 

Po uprzednim przyłączeniu się do kaskady receptorów, cząsteczki wirusa wnikają do 

komórek za pomocą szlaku endocytarnego zależnego od klatryny. Wiriony transportowane są 

do wczesnych endosomów, gdzie następuje ich odpłaszczenie oraz uwolnienie wirusowego 

RNA do cytoplazmy. RNA jest następnie rekrutowany do kompleksu replikacyjnego  

w błoniastej sieci (ang. membranous web) i wykorzystywany w procesach replikacji oraz 

translacji  (Rysunek 5). Powstająca poliproteina ulega cięciu przez proteazy (gospodarza  

i wirusowe), co prowadzi do powstania funkcjonalnych białek strukturalnych  

i niestrukturalnych (Blanchard i wsp., 2006.; Morozov i Lagaye, 2018). Białka wirusa HCV 

opisano w oddzielnym podrozdziale.  
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Rys. 5 Cykl życiowy wirusa HCV (na podstawie Gerresheim i wsp., 2019). 

 

Składanie wirionów potomnych jest również procesem wieloetapowym, a niektóre 

jego elementy do tej pory nie zostały wyjaśnione. Powstające nukleokapsydy (zawierające 

RNA) pączkują do światła ER nabywając osłonkę, a następnie wiążą się z glikoproteinami, 

tworząc niedojrzałą cząsteczkę. W kolejnym etapie wiriony są transportowane przez cysterny 

aparatu Golgiego, gdzie kończą dojrzewanie. Gotowe cząsteczki są uwalniane z komórki 

przez błonę cytoplazmatyczną (Rysunek 5). Wciąż pozostaje niejasne, w jaki sposób 

regulowane jest sprzężenie wirionów z lipoproteinami i apolipoproteinami (Hansen i wsp., 

2017; Wrensch i wsp., 2018). Dane literaturowe wskazują, że wydzielanie cząsteczek HCV 

zależy zarówno od obecności VLDL, jak i apolipoproteiny B (Morozov i Lagaye, 2018).  

4.4. Białka wirusa HCV 
 

Pojedyncza otwarta ramka odczytu wirusa zapalenia wątroby typu C HCV zawiera  

(w zależności od genotypu) od 9024 do 9111 nukleotydów. Koduje ona pojedynczą 

poliproteinę, która jest cięta przez proteazy gospodarza i proteazy wirusowe na 10 
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pojedynczych białek strukturalnych i niestrukturalnych (Alvisi i wsp., 2011; Li i wsp, 2015) 

(Tabela 1). 

 

Białko Masa cząsteczkowa [kDa] Funkcja 

C 21 Wiązanie RNA, tworzenie 

nukleokapsydu 

E1 35 Glikoproteina osłonkowa, tworzy 

heterodimer z E2 

E2 70 Glikoproteina osłonkowa, tworzy 

heterodimer z E1 

p7 7 Wiroporyna 

NS2 23 Proteaza cysteinowa 

NS3 70 Proteaza serynowa, helikaza 

NS4A 8 Kofaktor proteinazy NS3-4A 

NS4B 27 Indukcja zmian w błonie lipidowej 

NS5A 56-58 Fosfoproteina serynowa 

NS5B 68 RNA-zależna polimeraza RNA 

 

Tab. 1 Charakterystyka białek wirusa HCV. 

 

Białko rdzenia (ang. Core protein, C), złożone ze 91 aminokwasów, uwalniane jest  

z poliproteiny przez komórkową peptydazę sygnałową (Ait-Goughoulte i wsp., 2006). Uważa 

się, że w warunkach natywnych cząsteczki białka C tworzą homomultimery gromadzące się 

głównie w ER. Co więcej, mają one zdolność do samoczynnej organizacji w cząsteczki 

wirusopodobne (Roingeard i wsp., 2011). Podczas składania kapsydu białko rdzenia 

oddziałuje z RNA wirusowym tworząc nukleokapsyd. Poza tym białko rdzeniowe pełni 

funkcje regulacyjne podczas translacji RNA, a dodatkowo może ono także uczestniczyć  

w takich procesach jak apoptoza, metabolizm lipidów oraz rozwój raka 

wątrobowokomórkowego (Dubuisson i Cosset, 2014; Mani i wsp., 2021). 

Glikoproteiny osłonkowe E1 oraz E2 odgrywają kluczową rolę w różnych etapach 

cyklu życiowego HCV (np. składanie cząstek zakaźnych, wnikanie wirusa do komórki 

gospodarza, fuzja z błoną endosomalną) (Falkowska i wsp., 2007) i zostaną omówione  

w osobnym podrozdziale.  
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Białko p7 pełni funkcję kanału jonowego. Składa się ono z 63 aminokwasów i tworzy 

heksamery lub heptamery o aktywności kanałów kationowych, co wskazuje na przynależność 

do rodziny wiroporyn (Chandler i wsp., 2012). Udowodniono, że p7 jest niezbędne do 

składania i uwalniania zakaźnych cząsteczek wirusa zarówno in vitro, jak i in vivo. Jednakże 

jego dokładna funkcja pozostaje nieznana (Steinmann i Pietschmann, 2010).  

Proteaza cysteinowa NS2 (ang. Non-structural 2, NS2) jest dimerem i posiada dwa 

miejsca aktywne. Odpowiada ona za cięcie prekursora poliproteiny na połączeniu białek 

NS2/NS3, a jej działanie jest dodatkowo wzmacniane przez N-końcową część białka NS3 

(Schregel i wsp., 2009). Sama proteaza NS2 nie jest niezbędna do przeprowadzania replikacji 

RNA, ale jej działanie jest konieczne do uwolnienia w pełni funkcjonalnego białka NS3,  

a tym samym do promowania replikacji wirusowego RNA (Jirasko i wsp, 2010).  

Białka NS3 oraz NS4A tworzą funkcjonalny kompleks i z tego powodu zostaną 

omówione wspólnie. NS3 jest białkiem o masie cząsteczkowej 70 kDa pełniącym funkcje 

proteazy serynowej oraz helikazy. Z kolei białko NS4A działa jako kofaktor dla proteazy 

serynowej NS3. Proteaza NS3 odgrywa kluczową rolę w przetwarzaniu poliproteiny HCV 

porzez jej w 4 miejscach (pomiędzy białkami: NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/NS5A, 

NS5A/NS5B). Rozszczepia również TRIF – białko adaptorowe receptora TLR3 (ang. Toll-

like receptor 3) i mitochondrialne przeciwwirusowe białko sygnalizacyjne MAVS, blokując  

w ten sposób komórkowy szlak indukcji interferonu typu I (García-Sastre i Biron, 2006; 

Morikawa i wsp., 2011). NS3 jest jednym z kluczowych celów działania leków 

przeciwwirusowych.  

NS4B jest stosunkowo słabo scharakteryzowanym, hydrofobowym białkiem. Jego 

masa cząsteczkowa wynosi 27 kDa i składa się z 261 aminokwasów. NS4B indukuje 

tworzenie tzw. sieci błoniastej, polegające na powstawaniu pęcherzyków służacych jako 

rusztowanie dla kompleksu replikacyjnego HCV. Poza tym wiadomo, że białko to oddziałuje 

z innymi wirusowymi białkami niestrukturalnymi, a także ma zdolność wiązania wirusowego 

RNA (Einav i wsp. 2008). Wyniki badań biochemicznych, strukturalnych i genetycznych 

wskazują, że NS4B jest głównym organizatorem tworzenia kompleksu replikacyjnego HCV 

(Rai i Deval, 2011).  

NS5A jest fosfoproteiną odgrywającą kluczową rolę w modulowaniu replikacji RNA  

i tworzeniu wirionów potomnych (Tellinghuisen i wsp., 2004). Białko to występuje w dwóch 

formach: fosforylowanej (56 kDa) i hiperfosforylowanej (58 kDa) (Evans i wsp., 2004; Appel 

i wsp., 2005). Oprócz swojej niezaprzeczalnej roli w replikacji, NS5A początkowo wzbudziło 
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znaczne zainteresowanie ze względu na jego potencjalną rolę w modulowaniu odpowiedzi 

interferonowej, jednakże w dalszym ciągu pozostaje to kwestią kontrowersyjną (Kumthip  

i wsp., 2012). 

Kluczowym białkiem odpowiedzialnym za replikację wirusowego RNA jest NS5B, 

będące RNA-zależną polimerazą RNA. Jest to enzym o masie cząsteczkowej 68 kDa 

składający się z 591 aminokwasów. Aktywność enzymatyczna NS5B jest modulowana przez 

interakcję z niektórymi innymi białkami wirusowymi, takimi jak NS3 oraz NS5A 

(Bartenschlager i wsp., 2004). Badania z wykorzystaniem krystalografii strukturalnej 

ujawniły, że NS5B posiada typowy kształt polimerazy „praworęcznej” z subdomeną palca, 

dłoni i kciuka. Kluczową informacją jest to, że polimeraza ta nie posiada właściwości 

korektorskich, co prowadzi do powstawania licznych mutantów (Boyce i wsp., 2014). Ze 

względu na swoją kluczową rolę w replikacji wirusa, białko NS5B jest uważane za 

najważniejszy cel działania leków przeciwwirusowych. 

4.5. Białka wirusowe biorące udział w wejściu wirusa do komórki gospodarza – 

glikoproteiny E1 i E2 
 

Glikoproteiny osłonkowe E1 i E2 są białkami transbłonowymi typu I z C-końcową 

domeną przezbłonową (ang. Transmembrane domain, TMD) i tworzącymi heterodimer. E1  

i E2 w czasie dojrzewania nie podlegają cięciu proteolitycznemu, lecz są bezpośrednio 

eksprymowane jako funkcjonalne białka wymagające później heterodimeryzacji  

i glikozylacji. Uważa się, że E1 jest pierwszym białkiem, które uzyskuje funkcjonalną 

konformację konieczną do prawidłowego fałdowania E2 i heterodimeryzacji. Może to 

sugerować, że E1 działa jako białko opiekuńcze dla E2 (Brazzoli i wsp., 2005; Douam  

i wsp., 2015). W czasie heterodimeryzacji powstają wewnątrzcząsteczkowe mostki 

dwusiarczkowe. E1 i E2 posiadają odpowiednio 8 i 18 cystein, tworzących 4 i 9 mostków 

dwusiarczkowych. Struktury te w obrębie glikoproteiny E2 są niezbędne do wiązania CD81  

i rozpoznawania przez przeciwciała (Fenouillet i wsp., 2008).  

Obie glikoproteiny są silnie modyfikowane potranslacyjnie – każda z nich posiada 

liczne miejsca N-glikozylacji. E1 i E2 posiadają odpowiednio 5 i 11 miejsc N-glikozylacji,  

a masa glikanów stanowi prawie połowę całkowitej masy białek (Rysunek 6). Oligosacharydy 

są dodawane do asparaginy (Asn) według wzoru Asn-X-Ser/Thr (Beljelarskaya i wsp., 2016).  
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Rys. 6 Schemat miejsc N-glikozylacji glikoprotein E1 i E2. Każde z miejsc N-glikozylacji 

oznaczono literą „N”, wraz z liczbą wskazująca pozycję miejsca glikozylacji w sekwencji (na 

podstawie sekwencji genotypu 1a HCV (GenBank: AF009606.1) (na podstawie LeBlanc  

i wsp., 2021). 

 

Większość tych miejsc jest wysoce konserwowana wśród genotypów. Glikany te pełnią liczne 

funkcje, m. in zależne od nich są: fałdowanie i składaniu glikoprotein osłonki (miejsca E1N1, 

E2N8 i E2N10), zakaźność cząstek wirusowych (miejsca E2N3 i E2N7), czy unikanie 

przeciwciał neutralizujących (E2N1, E2N2, E2N4, E2N6 i E2N11) (Yechezkel i in., 2021). 

Glikoproteina E1 jest znacznie mniejsza od E2 (odpowiednio 192 aminokwasy i 365 

aminokwasów) i jak już wspomniano, posiada cztery konserwowane potencjalne miejsca  

N-glikozylacji (w pozycjach 196, 209, 234 i 305), podczas gdy piąte miejsce glikozylacji 

(N250) jest specyficzne dla genotypów 1b i 6 (Zhang i wsp., 2004). Analiza bioinformatyczna 

sekwencji E1 we wszystkich genotypach wykazała, że białko to zawiera 4 konserwowane 

domeny białkowe (Rysunek 7): domenę N-końcową (ang. N-terminal domain, NTD) 

zlokalizowaną pomiędzy aminokwasami 192 i 239, prawdopodobny peptyd fuzyjny (ang. 

Putative fusion peptide, pFP) – aminokwasy 272–285, region konserwowany (ang. Conserved 

region, CR) – aminokwasy 302–329 oraz C-końcową domenę przezbłonową – aminokwasy 

353-383 (Tong i wsp., 2018). NTD zawiera cztery konserwowane cysteiny tworzące wiązania 

dwusiarczkowe. Co ważne, większość miejsc glikozylacji E1 oraz zidentyfikowanych 

epitopów dla przeciwciał znajduje się właśnie w tej domenie. Fakt ten może sugerować 

powierzchniową ekspozycję domeny N-końcowej (Maurin i wsp., 2011.). Domena pFP jest 

silnie konserwowana, a jej rolą jest prawdopodobnie udział w fuzji osłonki wirusowej i błony 

komórkowej gospodarza podczas wnikania HCV. Natomiast ostatnia z domen, TMD, nie 

tylko pełni rolę peptydu sygnałowego dla E2, ale także jest niezbędna do tworzenia 

heterodimeru z E2 (Douam i wsp., 2015). 
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Rys. 7 Schemat organizacji domen glikoproteiny E1 (Numery oznaczające kolejność 

aminokwasów na podstawie sekwencji genotypu 1a HCV (GenBank: AF009606.1). 

 

Jak już zostało wspomniane, glikoproteina E2 odgrywa kluczową role w procesie wejścia 

wirusa do komórek gospodarza. Jest białkiem wiążącym receptory na powierzchni 

hepatocytów i tym samym głównym celem działania przeciwciał neutralizujących. 

Ektodomena E2 jest silnie zmodyfikowana przez dziewięć wiązań dwusiarczkowych, które 

przyczyniają się do jej wysokiej stabilności termicznej – temperatura topnienia E2 wynosi aż 

85°C (Kong i wsp., 2016). Glikoproteina ta posiada 11 wysoce konserwatywnych miejsc  

N-glikozylacji (Rysunek 6). Dziewięć z nich jest konserwowanych pomiędzy genotypami  

i znajdują się w pozycjach: 417 (E2N1), 423 (E2N2), 430 (E2N3), 448 (E2N4), 532 (E2N6), 

556 (E2N8), 576 (E2N9), 623 (E2N10) i 645 (E2N11) – numery aminokwasów zgodne  

z sekwencją genotypu 1a HCV (GenBank: AF009606.1). Dwa pozostałe miejsca  

N-glikozylacji są również obecne w większości genotypów, z wyjątkiem genotypu 1b (E2N5) 

oraz genotypów 3 i 6 (E2N7). Co ważne, pomimo dużej zmienności genetycznej wirusa HCV, 

większość miejsc N-glikozylacji pozostaje niezmienna, co sugeruje istotną ich rolę w cyklu 

życiowym HCV (Goffard i wsp., 2005). Dane literaturowe wspominają także o możliwości 

pojawienia się dodatkowych miejsc glikozylacji. Przykładem może być miejsce glikozylacji 

zlokalizowane wewnątrz rejonu hiperzmiennego (HVR495) genotypu 3a, zidentyfikowane  

u pacjentów pakistańskich. Istnienie dodatkowych glikanów może stanowić formę 

przystosowania się do zmian środowiskowych (Anjum i wsp., 2013). 

 

 

 

Rys. 8 Schemat organizacji domen glikoproteiny E2 (Numery oznaczające kolejność 

aminokwasów na podstawie sekwencji genotypu 1a HCV (GenBank: AF009606.1). 



26 

 

Podobnie jak w przypadku E1, w ektodomenie E2 wyróżnić można szereg domen:  

N-końcowy rejon hiperzmienny 1 (ang. Hypervariable region 1, HVR1), centralną domenę 

rdzeniową oraz C-końcowy region łączący ektodomenę E2 z regionem TM (Rysunek 8  

i Rysunek 9). Domena rdzeniowa składa się z centralnej struktury β-spinki do włosów 

otoczonej przez N-końcową przednią warstwę i C-końcową tylną warstwę oraz pętli wiążącej 

receptor CD81. E2 posiada również trzy regiony zmienne: HVR1 oraz regiony zmienne 2 i 3 

(ang. Variable region, VR2 i VR3), przyczyniające się do ucieczki wirusa przed działaniem 

układu immunologicznego gospodarza (Kong i wsp., 2013). 

 

Rys. 9 Model trzeciorzędowej struktury glikoproteiny E2 genotypu 1a H77 E2c (PDB: 

4MWF) (Na podstawie Yechezkel i in., 2021). 

 

Glikoproteina E2 należy również do białek cechujących się wysoką wewnętrzną 

elastycznością – regiony zmienne E2, miejsce antygenowe AS412 (ang. Antigenic site 412), 

czy rejon wiązania receptora CD81 wykazują wysoką zmienność konformacyjną. 

Udowodniono, że że konformacja struktury β-spinki do włosów AS412 jest związana  

z opornością na działanie przeciwciał neutralizujących (Augestad i wsp., 2021). Na 

powierzchni infekcyjnych wirionów heterodimery E1E2 istnieją prawdopodobnie  

w dynamicznej równowadze między stanami konformacyjnymi „otwartymi” (wrażliwymi na 

działanie przeciwciał neutralizujących) i „zamkniętymi” (opornymi na działanie przeciwciał) 

(Rysunek 10). Zmienność glikoprotein może wpływać na tę równowagę i niejako regulować 

ekspozycję epitopów. Wspomniana uprzednio konformacja spinki do włosów (AS412) jest 

związana ze stanem „zamkniętym”. Ta opisana dynamika struktury glikoprotein HCV 



27 

 

prawdopodobnie odgrywa kluczową rolę w „ukrywaniu się” przed działaniem układu 

immunologicznego. Nadal jednak wiele kwestii w tym temacie pozostaje niejasnych 

(Augestad i wsp., 2020). 

 

 

Rys. 10 Model elastyczności konformacyjnej rejonu AS412 w oparciu o strukturę 

krystaliczną AP33 bNAb-AS412 (Na podstawie Tzarum i wsp., 2018). 

4.6. Epidemiologia i patogeneza zakażeń HCV 
 

Wirus zapalenia wątroby typu C wciąż stanowi poważne zagrożenie dla zdrowia 

publicznego. Szacuje się, że 46–76 milionów ludzi na świecie jest przewlekle zakażonych 

HCV, co roku dochodzi do około 1,5 miliona nowych przypadków zakażeń, a 242 000 osób 

rocznie umiera w następstwie powikłań związanych z zakażeniem HCV (Robinson i wsp., 

2023). Powszechnie wiadomo, że wirus zapalenia wątroby typu C może powodować 

przewlekłe wirusowe zapalenie wątroby – ciche, ale postępujące schorzenie, które przez 10-

15 lat może prowadzić do marskości wątroby i raka wątrobowokomórkowego (ang. 

Hepatocellular carcinoma, HCC). Przewlekłe wirusowe zapalenie wątroby typu C jest 

również najczęstszym wskazaniem do przeszczepienia wątroby w Stanach Zjednoczonych, 

Australii i większości krajów Europy (Dultz i wsp., 2017; Martini S., 2018). HCV replikuje 
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się w cytoplazmie hepatocytów. Trwała infekcja prawdopodobnie polega na szybkiej 

produkcji wirusa i ciągłym rozprzestrzenianiu do nowych komórek przy jednoczesnym braku 

właściwej odpowiedzi immunologicznej ze strony limfocytów T (Larrubia i wsp., 2014). 

Wirusowe zapalenie wątroby typu C przenoszone jest drogą pozajelitową – głównie 

poprzez kontakt z zakażoną krwią. Ponieważ produkty krwiopochodne do transfuzji stają się 

coraz bardziej bezpieczne dzięki skutecznym testom wirusologicznym, głównymi drogami 

przenoszenia HCV w większości krajów pozostają: dożylne zażywanie narkotyków, 

ryzykowne czynności seksualne, przeszczep narządów od zakażonego dawcy, narażenie 

zawodowe, hemodializy, narażenie w gospodarstwie domowym, narodziny dziecka zakażonej 

matki i donosowe używanie kokainy. Według amerykańskiego Centrum Kontroli i Prewencji 

Chorób (ang. Centers for Disease Control and Prevention, CDC) za 60% przypadków zakażeń 

HCV w USA w latach 1991-1995 odpowiedzialne było dożylne zażywanie narkotyków. 

Dlatego też skuteczne zwalczanie wirusowego zapalenia wątroby typu C wymaga 

skutecznych strategii redukcji szkód związanych z dożylnym przyjmowaniem narkotyków 

(Schreiber i wsp., 1996; Dodd i wsp., 2002; Ghany i wsp., 2020). 

Zakażenie wirusem zapalenia wątroby tupu C samoogranicza się tylko w przypadku  

15-25% pacjentów. U większości osób zakażonych wirusem HCV nie dochodzi do 

samoczynnej eliminacji zakażenia, a sama infekcja przechodzi w postać przewlekłą (Rysunek 

11). Przewlekłe wirusowe zapalenie wątroby typu C charakteryzuje się utrzymywaniem się 

RNA HCV we krwi przez co najmniej 6 miesięcy po wystąpieniu fazy ostrej zakażenia. Na 

częstość przewlekłego zakażenia HCV wpływa wiele czynników, w tym wiek w chwili 

zakażenia, płeć, pochodzenie etniczne oraz rozwój żółtaczki podczas ostrej fazy infekcji 

(Hajarizadeh i wsp., 2013).  
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Rys. 11 Przebieg i progresja chorób wątroby spowodowanych zakażeniem wirusem HCV. 

 

Ostra faza zakażenia HCV trwa około 6 miesięcy od momentu infekcji i u większości 

pacjentów przebiega z występowaniem objawów takich jak: żółtaczka (40%), zmęczenie 

(80%), ból brzucha (50%) i niestrawność (40%). Rozpoznanie zakażenia HCV opiera się na 

detekcji wirusowego RNA i/lub przeciwciał anty-HCV w surowicy dotychczas 

seronegatywnego pacjenta – wynik dodatni w badaniu RNA możliwy jest do uzyskania już po 

dwóch tygodniach od zakażenia, natomiast przeciwciała anty-HCV mogą zostać wykryte po  

8 tygodniach (Moosavy i wsp., 2017). Przewlekła faza zakażenia HCV rozpoczyna się, kiedy 

wirusowe RNA jest wciąż wykrywalne w surowicy pacjenta po 6 miesiącach od zakażenia. 

Niektóre czynniki, takie jak: płeć męska, koinfekcja HBV/HIV, spożywanie alkoholu, 

insulinooporność, niealkoholowe stłuszczenie wątroby, otyłość oraz immunosupresja zostały 

określone jako przyczyny przejścia w fazę przewlekłą u pacjentów z zakażeniem HCV. 

Przewlekłe zakażenie wirusem zapalenia wątroby przyczynia się do postępującego 

uszkadzania hepatocytów i prowadzi do rozwoju marskości wątroby (15-25%)  

i raka wątrobowokomórkowego (1-3%) u zakażonych pacjentów, którzy nie otrzymali 

odpowiedniego leczenia (Rysunek 11) (Chen i Morgan, 2006; Ward J.W., 2014). Liczne 

badania wykazały, że przewlekłe spożywanie alkoholu jest głównym zewnętrznym 

czynnikiem ryzyka progresji przewlekłego wirusowego zapalenia wątroby typu C do 

marskości wątroby i ostatecznie HCC. Czynniki ryzyka ze strony gospodarza obejmują 

ponadto: wiek w momencie zakażenia (prognozy gorsze wraz z wiekiem), płeć męską, stopień 

zapalenia i zwłóknienia w biopsji wątroby, koinfekcja HIV/HBV oraz choroby 
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współistniejące (np. immunosupresja, insulinooporność, niealkoholowe stłuszczeniowe 

zapalenie wątroby). Szczególnie insulinooporność wydaje się być związana z nasileniem 

włóknienia wątroby i zmniejszoną odpowiedzią na leczenie anty-HCV (Ryder i wsp., 2004; 

D'Souza i wsp., 2005; Chen i Morgan, 2006).  

Przewlekła infekcja wirusem HCV wiąże się z licznymi manifestacjami 

pozawątrobowymi. Dochodzi do nich u 1-2% zakażonych i mogą obejmować one liczne 

układy i narządy. Najczęściej wymienia się schorzenia układu moczowego, problemy 

dermatologiczne, hematologiczne i reumatologiczne. Wśród nich najbardziej powszechna jest 

mieszana krioglobulinemia. Według danych literaturowych krioglobuliny obecne są nawet  

u 50% pacjentów z przewlekłym zakażeniem HCV, a występujące u tych pacjentów objawy 

kliniczne są spowodowane odkładaniem się kompleksów immunologicznych w różnych 

narządach (Bunchorntavakul i wsp., 2018). Inne często wymieniane objawy pozawątrobowe 

obejmują m.in. zapalenie kłębuszków nerkowych, porfirię skórną późną, czy bielactwo 

nabyte. Istnieją również dane sugerujące związek między przewlekłym zakażeniem wirusem 

zapalenia wątroby typu C, a chłoniakami nieziarniczymi i Hodgkina oraz 

autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy, jednakże pozostaje niejasne, czy choroby te 

spowodowane są bezpośrednio infekcją HCV, czy stymulacją immunologiczną wynikająca  

z przewlekłej fazy zakażenia (Chen i Morgan, 2006). 

4.7. Odpowiedź immunologiczna organizmu skierowana przeciwko HCV i jej 

unikanie  
 

Wrodzona odpowiedź immunologiczna, stanowiąca pierwszą, niezbędną barierę  

w kontrolowaniu wirusów cytopatycznych, jest niewystarczająca w infekcjach 

niecytopatycznych, takich jak zakażenie wirusem HCV. Odpowiedź ta nie tylko ogranicza 

rozprzestrzenianie się wirusa, ale także aktywuje adaptacyjną odpowiedź immunologiczną. To 

właśnie odpowiedź adaptacyjna, pełniąca rolę drugiej linii obrony, odgrywa główną rolę  

w przeciwdziałaniu zakażeniu wirusem HCV, ze względu na zdolność tego wirusa do 

unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Odpowiedź adaptacyjną można podzielić 

na dwa rodzaje reakcji: humoralną (udział przeciwciał neutralizujących oraz 

nieneutralizujących) i komórkową (udział limfocytów oraz komórek układu 

immunologicznego). Co ważne, limfocyty T nie tylko biorą udział w bezpośrednim usuwaniu 

zakażonych komórek, ale także zaangażowane są w wytwarzanie rozpuszczalnych 

czynników, usuwających wirusa w sposób niecytolityczny, co może sprzyjać bezpośredniemu 
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uszkodzeniu wątroby i przyciąganiu niespecyficznych komórek zapalnych (Guidotti i Chisari, 

2006, Wang i wsp., 2011). 

Po skutecznym zakażeniu wirusem HCV u prawie wszystkich pacjentów indukowana jest 

odpowiedź ze strony limfocytów T CD8+, które pojawiają się we krwi po 6–8 tygodniach od 

momentu infekcji. Przyczyny tego opóźnienia nie są znane. W tym czasie poziom wiremii, 

choć utrzymuje się na stosunkowo wysokim poziomie, podlega kontroli wrodzonej 

odpowiedzi immunologicznej (np. komórki NK i interferony typu I (IFNα) i III (IFNλ)). 

Warto zauważyć, że limfocyty T CD8+ specyficzne dla HCV nie wytwarzają cytokin 

przeciwwirusowych, takich jak interferon-gamma, we wczesnej fazie ostrej infekcji. Tak 

późne pojawienie się odpowiedzi limfocytów T CD8+ zbiega się w czasie z początkiem 

przewlekłej fazy zakażenia, trwałym zajęciem wątroby oraz spadkiem miana wirusa (Sung  

i wsp., 2014). Jednakże w ostrej fazie zakażena wczesna ekspresja receptora IL-7 alfa 

(CD127) i czynnika transkrypcyjnego T-bet (ang. T-box expressed in T cell) na limfocytach T 

CD8+ wiąże się ze skuteczną odpowiedzią immunologiczną oraz neutralizacją wirusa. 

Niejasne jest, dlaczego po wstępnym pobudzeniu odpowiedzi limfocytów T CD8+ o podobnej 

sile i podobnych cechach (funkcjonalnych/fenotypowych), u jednej osoby dojdzie do 

ustąpienia infekcji, zaś u innej zakażenie przejdzie w postać przewlekłą (Kurktschiev i wsp., 

2014). Warto zauważyć, że limfocyty T CD8+ do pełnienia swojej funkcji efektorowej 

wymagają działania limfocytów T CD4+, zatem brak tego współdziałania wydaje się być 

możliwym mechanizmem przyczyniającym się do trwałości wirusa. Same zaś limfocyty T 

CD4+ swoiste dla HCV w ostrej fazie infekcji są aktywowane, namnażane i biorą udział  

w wieloswoistej i wielofunkcyjnej odpowiedzi immunologicznej. W opozycji do tego stanu, 

kiedy infekcja przechodzi w fazę przewlekłą, komórki CD4+ są szybko usuwane (Schulze Zur 

Wiesch i wsp., 2012, Smith i wsp., 2021).  

Jak już zostało powiedziane, u zdecydowanej większości pacjentów (70%) organizm nie 

jest w stanie usunąć ostrego zakażenia HCV i infekcja przechodzi w fazę przewlekłą. Istnieją 

dwa główne mechanizmy odpowiedzialne za to zjawisko: wyczerpanie limfocytów T oraz 

ucieczka samego wirusa przed układem immunologicznym gospodarza. Dodatkowo, 

wytwarzanie cytokin immunomodulujących przez limfocyty T regulatorowe (Treg) także ma 

wpływ na niewydolność limfocytów T specyficznych dla HCV (Jung i Shin, 2016). Pierwszy 

z mechanizmów polega na zachodzeniu zmian w fenotypie, funkcjonalności oraz profilach: 

epigenetycznym oraz transkrypcyjnym limfocytów poprzez ciągłą stymulację antygenami 

wirusowymi. Wyczerpanie limfocytów T prowadzi do stopniowej utraty ich funkcji 
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efektorowych: zdolności proliferacyjnej, wydzielania cytokin oraz utraty cytotoksyczności 

(Nakamoto i wsp., 2008). Z kolei ucieczka wirusa przed działaniem limfocytów T CD8+ 

zwykle występuje we wczesnej fazie infekcji i polega na kumulowaniu się mutacji 

zlokalizowanych wewnątrz epitopów związanych z trwałością wirusa, a tym samym na 

zmiejszeniu się liczby dostępnych funkcjonalnych epitopów (Rysunek 12). Przykładem takich 

mutacji mogą być zmiany w rejonach wiążących cząsteczki głównego układu zgodności 

tkankowej (ang. Major histopatibility complex, MHC) klasy I (Walker i wsp., 2015).  

W niektórych przypadkach możliwe jest zastąpienie oryginalnej sekwencji wirusa przez te 

tzw. „warianty ucieczkowe”, co może przyczynić się do utraty epitopów dla limfocytów T 

CD8+ specyficznych dla HCV (Neumann-Haefelin i wsp., 2008; Ball i wsp., 2018). 

 

 

Rys. 12 Przykład ucieczki wirusa HCV przed działaniem limfocytów T (na podstawie Dustin 

L.B., 2017). 

 

Istnieją kontrowersje dotyczące roli limfocytów B w zwalczaniu ostrej fazy zakażenia 

HCV. Początkowo sądzono, że komórki te jedynie w niewielkim stopniu przyczyniają się do 

eliminacji wirusa. Jednakże wiele doniesień naukowych wykazało możliwość istnienia 

korelacji między wczesnym pojawieniem się przeciwciał neutralizujących w czasie ostrej 

infekcji, a eliminacją zakażenia. Niestety jedynie niewielka część przeciwciał specyficznych 

dla HCV ma zdolność neutralizowania cząstek wirusowych in vitro, a zdecydowana 

większość z nich celuje w region hiperzmienny 1 (HVR1) glikoproteiny E2 (Raghuraman  

i wsp., 2012; Osburn i wsp., 2014). Badania te wykazały również, że przeciwciała 

neutralizujące indukowane w czasie ostrego zakażenia mają szerokie możliwości krzyżowego 

rozpoznawania wirusowych quasi-gatunków i szczepów, nawet z różnych genotypów HCV. 

Co więcej, przeciwciała te wykazały działanie ochronne w czasie doświadczeń ze 

zwierzętami oraz umożliwiły usunięcie infekcji HCV u chimerycznych myszy  
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z humanizowaną wątrobą (Law i wsp., 2008; De Jong i wsp., 2014; Keck i wsp., 2016)  

i szympansów (Morin i wsp., 2012). Tak jak wspomniano wcześniej, przeciwciała  

o właściwościach neutralizujących rozpoznają konformacyjne, nieciągłe epitopy w obrębie 

glikoproteiny E2. Najczęściej wymieniane epitopy to tzw. regiony antygenowe  

(ang. Antigenic regions, AR) 1-5, domeny A-E i epitopy I-III (Rysunek 13). Warto zauważyć, 

że niektóre z nich w dużym stopniu pokrywają się ze sobą lub nawet reprezentują identyczne 

reszty wiążące. Co więcej, obecność/brak licznych reszt cukrowych na powierzchni białka E2 

przyczynia się do zmniejszenia lub zwiększenia dostępności tych epitopów. 

Rys. 13 Organizacja domen antygenowych zlokalizowanych w przedniej części glikoproteiny 

E2 (PDB: 6MEJT) (na podstawie Dustin L.B., 2017). 

 

Zdolność neutralizująca przeciwciał skierowanych przeciwko powyższym epitopom jest 

bardzo zróżnicowana. Wielokrotnie wykazano, że epitopy AR3/domena B i AR4 indukują 

przeciwciała o największym potencjale neutralizacyjnym, podczas gdy immunoglobuliny 

skierowane przeciwko domenie A oraz rejonowi AR1 mają ograniczoną zdolność 

neutralizacji lub nie mają jej wcale. Domena C i rejon AR2 także indukują powstanie 

przeciwciał neutralizujących, jednakże są one często specyficzne dla konkretnych genotypów 

wirusowych (Brasher i wsp., 2021). 

Pomimo opisanych postępów w zrozumieniu roli specyficznych przeciwciał anty-

HCV, niejasne pozostają powody, dla których limfocyty B nie wytwarzają znacznych ilości 

przeciwciał neutralizujących u większości pacjentów. Podsumowując, immunologiczna 
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odpowiedź humoralna, przejawiająca się poprzez produkcję przeciwciał neutralizujących, jest 

prawdopodobnie ważnym składnikiem naturalnego procesu eliminacji wirusa HCV i może 

stanowić atrakcyjny cel dla rozwoju szczepionek. Konieczne jest prowadzenie dalszych prac 

badawczych, aby w pełni zrozumieć działanie ochronne przeciwciał, a także mechanizmy 

stojące za niepowodzeniem w zwalczaniu przez nie zakażenia wirusem zapalenia wątroby 

typu C. 

4.8. Diagnostyka zakażeń HCV 

 

W maju 2016 r. Światowe Zgromadzenie Zdrowia przyjęło pierwszą globalną strategię 

dotyczącą wirusowego zapalenia wątroby na lata 2016–2020. Jej głównym założeniem była 

eliminacja wirusowego zapalenia wątroby jako zagrożenia zdrowia publicznego do 2030 r. 

Strategia ta zakładała zmniejszenie o 90% liczby przypadków nowych przewlekłych zakażeń  

i zmniejszenie śmiertelności o 65% w porównaniu z wartością wyjściową z 2015 r. Podobnie 

w maju 2022 r. 75. Światowe Zgromadzenie Zdrowia ustanowiło szereg nowych strategii 

obejmujących HIV, WZW i zakażenia przenoszone drogą płciową na lata 2022–2030. 

Kluczową wytyczną zawartą w obu strategiach było dążenie do maksymalnego 

rozpowszechnienia badań przesiewowych umożliwiających wykrywanie przeciwciał anty-

HCV oraz detekcję wirusowego RNA jako kwalifikację do leczenia (World Health 

Organization. Global Hepatitis Report 2017). W celu oceny stopnia zaawansowania zaleca się 

metody nieinwazyjne – za najbardziej efektywną uznaje się elastografię dynamiczną, 

umożliwiającą pomiar sztywności tkanki wątrobowej (Knop i wsp., 2021). W przypadku 

komplikacji w rozpoznaniu, takich jak: podejrzenie współistnienia chorób wątroby o różnej 

etiologii, brak powiązania wyniku badania nieinwazyjnego ze stanem klinicznym pacjenta lub 

uzyskanie odmiennych wyników badań z zastosowaniem różnych metod nieinwazyjnych 

wskazane jest wykonanie biopsji wątroby, której wynik uznaje się za rozstrzygający.  

Szacuje się, że około 2,1 miliona dzieci poniżej 15 roku życia cierpi z powodu 

przewlekłego WZW typu C. W Pakistanie i Egipcie odnotowuje się najwyższy odsetek dzieci 

poniżej 5 roku życia zakażonych HCV (odpowiednio 25% i 50%). Biorąc pod uwagę fakt, że 

najczęstszą drogą zakażeń HCV u dzieci jest droga wertykalna, zaleca się, aby wszystkie 

dzieci zakażonych matek rutynowo badanć pod kątem obecności HCV. Przeciwciała anty-

HCV przenikają przez łożysko i możliwe jest ich utrzymywanie się we krwi dziecka przez 18 

miesięcy, stąd też konieczne jest przeprowadzenie diagnostyki metodą PCR między drugim,  

a trzecim miesiącem życia dziecka (Nwaohiri i wsp., 2018; Kushner i Reau, 2021). 
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4.9. Terapie anty-HCV u dorosłych i dzieci 
 

Pierwsze próby leczenia wirusowego zapalenia wątroby typu nie-A i nie-B zostały 

podjęte w latach 80-tych XX wieku. Hoofnagle i współpracownicy, podejrzewając wirusową 

etiologię choroby, podawali 10 pacjentom rekombinowany interferon alfa (ang. Interferon 

alpha, IFN) przez okres 12 miesięcy, co przyczyniło się do znacznego spadku poziomu 

transaminaz w surowicy oraz poprawy stanu wątroby (Hoofnagle i wsp., 1986). Dalsze 

prowadzone szerokozakrojone badania potwierdziły działanie IFNα w leczeniu WZW typu C  

i stały się podstawą do wprowadzenia monoterapii rekombinowanym interferonem alfa jako 

standardu leczenia (Di Bisceglie i wsp., 1989). Następnym etapem w leczeniu zakażeń 

wirusem HCV było wprowadzenie do schematu terapeutycznego analogu nukeozydowego – 

rybawiryny (ang. Ribavirin, RBV). Początkowo próbowano stosować ją w monoterapii 

(analogicznie do IFN), jednakże jedynie dodanie jej do terapii interferonowej doprowadziło 

osiągnięcia trwałej odpowiedzi wirusologicznej (ang. sustained virological response, SVR)  

u znacznego odsetka pacjentów (Brillanti i wsp., 1994, Hoofnagle i Seeff, 2006). Kolejnym 

ważnym osiągnięciem w walce z przewlekłym WZW typu C było zastosowanie 

pegylowanych interferonów IFN. Modyfikacja ta wpłynęła korzystnie na farmakokinetykę 

leku oraz wykazała wyższą skuteczność przeciwwirusową. Tym sposobem schemat leczenia 

obejmujący stosowanie rekombinowanych pegylowanych interferonów  

w połączeniu z rybawiryną stał się „złotym standardem” leczenia zakażeń HCV aż do roku 

2011 (Rockstroh JK., 2015). 

4.9.1. Preparaty o bezpośredniej aktywności przeciwwirusowej – Direct Acting 

Antivirals  
 

Dzięki wynikom intensywnie prowadzonych prac badawczych nad biologią wirusa 

HCV rozpoczęła się nowa era w walce z zakażeniami tym wirusem. W 2011 roku 

dopuszczono do stosowania dwie substancje zaliczane do całkowicie nowej generacji 

związków przeciwwirusowych, tak zwanych „direct acting antivirals” (DAAs): Telaprevir  

i Boceprevir. Krok ten z pewnością stanowi jeden z najważniejszych kamieni milowych  

w historii zmagań z wirusem zapalenia wątroby typu C. W przeciwieństwie do 

niespecyficznie działających interferonów i rybawiryny, leki te celowały bezpośrednio  

w białka wirusowe zaangażowane w kluczowe etapy cyklu życiowego HCV. Wspomniane 

pierwsze opracowane DAAs zaliczane były do inhibitorów proteazy (ang. Protease inhibitors, 

PI), a mechanizm ich działania opierał się na hamowaniu cięcia poliproteiny między białkami 
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NS3 i NS4A. Chociaż monoterapia Telaprewirem lub Boceprewirem prowadziła do 

gwałtownego spadku tempa replikacji wirusa HCV, indukowała ona również rozwój 

wariantów wirusa opornych na leczenie praktycznie u wszystkich pacjentów (Romano i wsp., 

2010). W związku z tym konieczne było wprowadzenie terapii skojarzonej z pegylowanym 

interferonem oraz rybawiryną. Ta tzw. terapia potrójna zwiększyła częstość występowania 

SVR o około 30% u pacjentów niepoddawanych uprzednio żadnej terapii w porównaniu  

z poprzednim standardowym schematem Peg-IFN–RBV (Foster i wsp., 2011; Silva i wsp., 

2013). Drugą generację DAAs stanowiły preparaty Sofosbuvir oraz Simeprevir – oba 

uzyskały aprobatę Amerykańskiej Agencji Żywności i Leków (ang. Food and Drug 

Administration, FDA) w 2013 roku. Simeprevir również należał do grupy inhibitorów 

wirusowej proteazy, jednakże w przeciwieństwie do Telapreviru i Bocepreviru, możliwe było 

jego stosowanie wyłącznie w pojedynczej dawce na dzień. Drugi z leków, Sofosbuvir, to 

inhibitor wirusowej polimerazy NS5B – głównego enzymu odpowiadającego za replikację 

HCV. Co ciekawe Sofosbuvir posiada formę proleku i dopiero w organizmie pacjenta jest 

przekształcany w aktywną postać leku. Stosowanie Sofosbuviru stało się przełomowym 

momentem w leczeniu zakażeń HCV z dwóch powdów: jako pierwszy dopuszczony był do 

stosowania u pacjentów zakażonych genotypami 1-6 wirusa (pozostałe DAAs ograniczały się 

wyłącznie do genotypu 1) oraz możliwe było podawanie sofosbuwiru w skojarzeniu  

z rybawiryną i z pominięciem interferonu (terapia bezinterferonowa). (Chmielewska i wsp., 

2015). Od tego momentu rozwój prac nad nowymi preparatami terapeutycznymi do 

stosowania w leczeniu przewlekłego WZWC gwałtownie przyspieszył. Opracowane  

i dopuszczone do stosowania rodzaje leków z grupy DAAs przedstawiono na Rysunku 14. 
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Rys. 14 Rodzaje dopuszczonych do stosowania leków o bezpośrednim działaniu 

przeciwwirusowym (DAAs). 

 

4.9.2. Aktualne wytyczne dotyczące terapii wirusowego zapalenia wątroby typu 

C 
 

Leczenie dorosłych pacjentów ze stwierdzoną infekcją wirusem HCV ma na celu 

eliminację zakażenia oraz zatrzymanie/cofnięcie zmian histologicznych w wątrobie, co 

przekłada się na zmniejszenie ryzyka rozwoju marskości i raka wątrobowokomórkowego 

(HCC). Kluczową kwestią jest, aby terapię rozpocząć jak najszybciej, także u osób z fazą 

ostrą zakażenia (bez czekania na samoczynną eliminację wirusa). Chorzy powinni być jak 

najszybciej kwalifikowani do leczenia. Decyzja o wyborze schematu leczenia zależna jest od 

następujących czynników: aktualnej dostępności, skuteczności i profilu bezpieczeństwa leków 

przeciwwirusowych. Najnowsze zalecenia Polskiej Grupy Ekspertów ds. HCV obejmują 

podawanie pacjentom leków przeciwwirusowych o bezpośrednim działaniu (DAA) 

zarejestrowanych przez Europejską Agencję Leków (ang. European Medicines Agency, 

EMA). Dokładny wykaz zalecanych preparatów zestawiono w Tabeli 2. 
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Klasa Nazwa leku 

Inhibitory proteazy NS3 Glekaprewir 

Woksylaprewir 

Grazoprewir 

Inhibitory Białka NS5A Pibrentaswir 

Welpataswir 

Elbaswir (EBR) 

Ledipaswir (LDV) 

Inhibitor polimerazy NS5B Sofosbuvir 

 

Tab. 2 Zalecane preparaty z grupy DAAs do stosowania w terapii wirusowego zapalenia 

wątroby typu C. 

 

Co istotne, schematy lekowe glekaprewir/pibrentaswir, sofosbuwir/welpataswir  

i sofosbuwir/welpataswir/woksylaprewir można stosować niezależnie od genotypu wirusa 

stwierdzonego u pacjenta. Natomiast połączenia sofosbuwir/ledipaswir i elbaswir/grazoprewir 

ograniczają się do wybranych genotypów (odpowiednio: wszystkie genotypy z wyłączeniem 

gt 3 oraz genotypy 1 i 4), zatem ich stosowanie jest zasadne wyłącznie w sytuacji, gdy 

podanie leków pangenotypowych jest niemożliwe (Tomasiewicz i wsp., 2023).  

W przypadku dzieci zakażonych wirusem HCV zalecenia ekspertów mówią  

o konieczności zastosowania terapii u wszystkich małoletnich pacjentów, zarówno tych 

wcześniej nieleczonych, jak i leczonych bez powodzenia. Podobnie jak u pacjentów 

dorosłych, rekomendowaną metodą leczenia są schematy bezinterferonowe – są one 

dopuszczone do użycia u dzieci powyżej 3. roku życia, niezależnie od stopnia zaawansowania 

choroby wątroby. Preferowane są terapie pangenotypowe (sofosbuwir/welpataswir lub 

glekaprewir/pibrentaswir) w dawkach zależnych od masy ciała pacjenta. Należy podkreślić, 

że w przypadku dzieci terapia powinna odbywać się pod kontrolą w ośrodkach 

wyspecjalizowanych w leczeniu dzieci z przewlekłym WZWC (Rana i wsp., 2021; 

Tomasiewicz i wsp., 2023). 

4.10. Szczepionka profilaktyczna skierowana przeciwko wirusowi HCV 
 

Powszechnie wiadomo, że szczepienia są najbezpieczniejszym, i najbardziej 

skutecznym narzędziem obrony przed zagrożeniami ze strony chorób zakaźnych. Pierwsze 

próby opracowania szczepionki przeciwko wirusowi HCV rozpoczęto na początku lat 
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dziewięćdziesiątych. Preparaty te oparte były na wektorach wirusowych niosących sekwencje 

glikoprotein HCV (Ralston i wsp., 1993). Niestety pomimo uzyskania bardzo 

optymistycznych wstępnych wyników badań na modelu szympansim, nie zostały one 

dopuszczone do użytku klinicznego (Choo i wsp., 1994). W kolejnych latach immunogenność 

licznych kolejnych potencjalnych preparatów szczepionkowych została poddana ocenie  

z wykorzystaniem modeli zwierzęcych. Szczepionki te bazowały na całych białkach 

wirusowych, cząsteczach wirusopodobnych, rekombinowanych wektorach oraz na DNA 

(Bailey i wsp., 2019). Zastosowano różne strategie mające na celu wywołania odpowiedzi 

limfocytów T swoistych dla HCV – obejmowały one wykorzystanie konserwowanych 

niestrukturalnych białek wirusowych (NS3, NS4 i NS5) wraz z glikoproteinami osłonki (E1, 

E2) i bez nich. Większość kandydatów na szczepionki przetestowano na gryzoniach,  

a niewielki ich podzbiór także na makakach. Otrzymane wyniki wskazywały na silną indukcję 

komórek T (Cox A.L., 2020). Ze względu na koszty i ograniczoną dostępność szympansów, 

zdecydowanie mniej potencjalnych preparatów szczepionkowych oceniono pod ich kątem 

skuteczności w modelu szympansim. Szczepionki te obejmowały cząsteczki wirusopodobne 

(ang. Virus-like particles, VLPs) złożone z glikoprotein E1, E2, białka C oraz, 

rekombinowanych białek NS oraz szczepionek genetycznych kodujących białka NS. 

Otrzymano bardzo zróżnicowane wyniki, prawdopodobnie w związku z ograniczoną liczbą 

zwierząt (mniej niż 6 zwierząt w jednym badaniu). Szczepionki genetyczne (zawierające 

DNA kodujące glikoproteiny osłonki) choć wzbudziły odpowiedź zarównoze strony 

limfocytów T, jak i limfocytów B, nie zapewniły odporności przed zakażeniem HCV (Rollier 

C i wsp., 2004; Elmowalid i wsp., 2007; Youn i wsp., 2008; Zubkova i wsp., 2014).  

Spośród wszystkich preparatów wykazujących skuteczność w zapobieganiu 

przewlekłej infekcji w modelu szympansim, zaledwie dwa skierowano do testów klinicznych 

na ludziach. Pierwszym z nich była szczepionka pierwotnie opracowana przez Chiron 

Corporation (obecnie Novartis), składająca się z rekombinowanych glikoprotein E1 i E2 

(genotyp 1a) podanych z adiuwantem MF59. U zdrowych ochotników immunizacja wywołała 

silną odpowiedź ze strony limfocytów T CD4+, a u niektórych biorców dodatkowo wzbudziła 

produkcję przeciwciał neutralizujących zdolnych do krzyżowego rozpoznawania różnych 

genotypów wirusa. Pomimo tych zachęcających wyników, badania uzupełniające w celu 

oceny skuteczności jeszcze się nie rozpoczęły (Frey i wsp., 2010; Law i wsp., 2013). Drugim 

kandydatem była dwudawkowa szczepionka wektorowa opracowana przez Okairos 

Corporation (obecnie GlaxoSmithKline). W pierwszej dawce podawano wektor bazujący na 
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rekombinowanym adenowirusie szympansim niosącym sekwencje kodujące białka 

niestrukturalne. Druga dawka obejmowała podanie wektora pochodzącego z wirusa krowianki 

i także niosącego geny kodujące białka NS. Zakażenie szympansów wirusem HCV 

poprzedzone podaniem dwóch dawek wyżej opisanego preparatu przyczyniło się do 

wywołania odpowiedzi ze strony limfocytów T oraz znacznego zmniejszenia poziomu 

wiremii (Folgori i wsp., 2006). Z kolei u zdrowych ochotników zastosowanie takiego 

schematu indukowało silną odpowiedź ze strony specyficznych limfocytów T CD4+ oraz 

CD8+. Odpowiedź ta była zbliżona do reakcji organizmu podczas spontaniczej neutralizacji 

wirusa w czasie infekcji pierwotnej (Swadling i wsp., 2014). Do badania klinicznego II fazy 

zakwalifikowano osoby należące do grupy wysokiego ryzyka i zażywające narkotyki drogą 

iniekcji. I chociaż zastosowany preparat indukował odpowiedź ze strony limfocytów T, nie 

udało się uzyskać ani działania profilaktycznego, ani zmniejszenia częstości występowania 

przewlekłego zakażenia wirusem. Powody tego niepowodzenia pozostają nieznane (Page  

i wsp., 2021).  

Strategie zmierzające do uzyskania szczepionki indukującej powstanie przeciwciał 

przeciwko HCV obejmowały preparaty oparte na białkach, DNA, VLPs, oraz wektorach 

wirusowych. Szczepionka zawierające rekombinowanego glikoproteiny E1E2 pełnej długości 

(genotyp 1a) podane z adiuwantem typu olej w wodzie została przetestowana na gryzoniach, 

naczelnych i ludziach. Chociaż preparat ten wzbudził przeciwciała neutralizujące krzyżowo  

u świnek morskich oraz wykazywał działanie ochronne u szympansów, uzyskane 

przeciwciała neutralizujących po szczepieniu w badaniu 1 fazy na ludziach były wykrywalne 

tylko u 3 z 16 zaszczepionych osób (Choo i wsp., 1994; Stamataki i wsp., 2007; Frey i wsp., 

2010). Inne szczepionki mające na celu wzbudzenie przeciwciał neutralizujących także nie 

cechowały się wysoką skutecznością. Ostatnim podejściem było wykorzystanie całego 

inaktywowanego wirusa pochodzącego z systemu HCVcc jako materiału szczepionkowego. 

Akazawa i wsp. opublikowali wyniki badań obejmujacych szczepienie myszy 

inaktywowanym wirusem HCVcc (szczep J6/JFH-1). Postępowanie to doprowadziło do 

produkcji przeciwciał neutralizujących skierowanych przeciwko homologicznym i dwóm 

heterologicznym szczepom HCV, a podanie oczyszczonych przeciwciał pozyskanych od 

zaszczepionych myszy zapobiegło homologicznej infekcji wirusowej w mysim modelu 

humanizowanym (Akazawa i wsp., 2013). Badania wykazujące, że region HVR1 może 

blokować konserwowane epitopy dla przeciwciał szeroko neutralizujących, przyczyniły się do 

stworzenia szczepionki niosącej białko E2 z usuniętymi trzema regionami zmiennymi. 
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Jednakże ten preparat zdolny był do indukcji jedynie umiarkowanie wysokich mian 

przeciwciał (Vietheer i wsp., 2017). 

Biorąc pod uwagę powyższe dane opracownie idealnej szczepionki wykazującej 

działanie ochronne przed wirusem HCV powinno skupiać się nie tylko na indukowaniu 

odpowiedzi ze strony limfocytów T, ale także na wzbudzaniu przeciwciał szeroko 

neutralizujących, niezbędnych w zapobieganiu przewlekłej infekcji wirusowej (Schlotthauer  

i wsp., 2021). 
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5. Cel pracy 

 

Celem niniejszej pracy było poszukiwanie zależności pomiędzy zmiennością genetyczną 

glikoproteiny E2 wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV), a odpowiedzią na terapię 

pegylowanym interferonem alfa i rybawiryną u dzieci. W pracy użyto białek otrzymanych  

z materiału pochodzącego od pacjentów Kliniki Chorób Zakaźnych i Neurologii Dziecięcej 

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Szczegółowym celem 

pracy była analiza zmian we wzorze glikozylacji białka E2. 
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6. Metody 

6.1. Metody pracy z komórkami bakteryjnymi 

 

6.1.1. Przygotowanie komórek kompetentnych: TOP10 E. coli 
 

Hodowlę komórek E.coli szczepu TOP10 odmładzano poprzez dodanie 1ml hodowli nocnej 

do 50ml pożywki LB. Hodowlę kontynuowano z wytrząsaniem do uzyskania OD=0,4-0,6 

przy długości fali 575nm. Następnie całość hodowli przenoszono do jałowej probówki 50ml  

i wirowano przy prędkości 1500 rpm przez 10 minut w 4°C, w celu uzyskania osadu 

komórek. Po usunięciu pożywki znad osadu, bakterie zawieszano w 10 ml zimnego 0,1M 

CaCl2 i inkubowano 30 minut w lodzie. Po zakończonej inkubacji bakterie wirowano przy 

prędkości 1500rpm przez 10 minut w 4°C. Do oddzielonego od CaCl2 osadu dodawano 2,5 

ml (na każdą probówkę) zimnego roztworu 0,1M CaCl2 z 5% glicerolem. Osad zawieszano  

w 4ml zimnego 0,1M CaCl2 z dodatkiem 5% glicerolu. Bakterie rozdzielano do probówek 

typu Eppendorf po 200 μl i zamrażano w -70°C. 

6.1.2. Transformacja komórek kompetentnych TOP10 E. coli 
 

W celu namnożenia plazmidowego DNA przeprowadzano transformację komórek 

kompetentnych E. coli TOP10. Porcję komórek kompetentnych rozmrażano w lodzie, 

następnie do bakterii dodawano 0,5-1 µg DNA plazmidowego lub całość mieszaniny 

ligacyjnej (20μl). Po wymieszaniu komórek i DNA całość inkubowano w lodzie 30 minut. 

Następnie przeprowadzano szok temperaturowy przez 1 minutę w 42°C i schładzano na 

lodzie przez 5 min. W kolejnym etapie do bakterii dodawano 900μl pożywki LB bez dodatku 

antybiotyków i hodowano z wytrząsaniem przez 1h w 37°C. Po tym czasie bakterie 

transformowane DNA plazmidowym wysiewano po 100μl na płytki ze stałym podłożem LA  

z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku. W przypadku transformacji komórek mieszaniną 

ligacyjną, przed wysianiem na płytkę, bakterie zagęszczano przez wirowanie z prędkością 

1500 rpm przez 5 minut, zbierano 800μl supernatantu, a pozostałe 200μl delikatnie 

rozpipetowywano i wysiewano no na płytki. Całość pracy wykonywana była w warunkach 

jałowych (przy palniku). Płytki z wysianymi bakteriami inkubowano przez 16 godzin w 37°C. 
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6.1.3. Nadprodukcja CD81-LEL w komórkach bakteryjnych 
 

Z konserwy komórek bakteryjnych BL21 E. coli, zawierających plazmid niosący sekwencję 

kodującą duża pętlę zewnątrzkomórkową (LEL) białka CD81 połączonym znacznikiem GST, 

przygotowywano hodowlę nocną w 100 ml pożywki LB. Następnego dnia hodowlę 

odmładzano poprzez dodanie 40 ml hodowli nocnej do 1000 ml pożywki Terrific Broth  

z dodatkiem ampicyliny (50 µl na 100 ml pożywki). Hodowlę kontynuowano w 37°C  

z wytrząsaniem do uzyskania OD = 1 przy długości fali 575nm. Po uzyskaniu odpowiedniego 

OD hodowlę indukowano 1ml IPTG oraz ponownie hodowano z wytrząsaniem przez 3 

godziny. Całość hodowli wirowano z prędkością 5000 rpm w 4°C przez 10 minut. 

Supernatant zlewano, a osad zamrażano w -20°C. Osad wykorzystywano do oczyszczenia 

nadprodukowanego białka CD81-LEL-GST. 

6.2. Metody pracy z DNA 

 

6.2.1. Amplifikacja wirusowego materiału genetycznego pochodzącego od 

pacjentów 
 

Materiał wyjściowy do badań stanowił panel produktów reakcji RT-PCR, w których jako 

matrycę wykorzystano RNA wirusa obecnego w osoczu pacjentów (próbki otrzymane  

w ramach współpracy naukowej od Prof. Figlerowicza). W celu amplifikacji fragmentów 

DNA przeprowadzano reakcję PCR (ang. polymerase chain reaction) z użyciem 

specyficznych starterów. Reakcje prowadzono z użyciem polimerazy WALK (PWO) zgodnie 

z instrukcją dostarczoną przez producenta. 

6.2.2. Klonowanie do plazmidu pJet1.2 blunt 
 

W celu uzyskania grupy sekwencji wirusowych pseudotypów (ang. Quasispecies) typowych 

dla każdego z pacjentów, powielone wcześniej fragmenty DNA wklonowano do wektora 

pJET1.2-blunt zgodnie z protokołem producenta. 

6.2.3. Amplifikacja sekwencji DNA kodujących glikoproteinę E1 oraz warianty 

glikoproteiny E2 przy użyciu metody PCR 

 

W celu powielenia sekwencji kodującej glikoproteinę E1 oraz sekwencji kodujących warianty 

glikoproteiny E2 przeprowadzano reakcję PCR z użyciem specyficznych starterów. Jako 

matryce służyły odpowiednio: plazmid pcDNA3.1 H77c (dla glikoproteiny E1) oraz 

poszczególne plazmidy pJet1.2 (pJet 1.2 NR1-3, pJet1.2 TR, pJet1.2 SR1-3 dla glikoproteiny 
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E2). Wszystkie reakcje przeprowadzano z użyciem polimerazy KOD zgodnie z wytycznymi 

producenta. Po przeprowadzeniu reakcji PCR próbki w całości nanoszono na 1% żel 

agarozowy w celu potwierdzenia obecności produktów właściwej wielkości. Odpowiednie 

prążki wycinano z żelu agarozowego, a zawarte w nich DNA izolowano przy pomocy 

komercyjnego zestawu odczynników „Gel-out Concetrator” zgodnie z instrukcjami 

dostarczonymi przez producenta. 

6.2.4. Konstrukcja chimerycznych heterodimerów glikoprotein E1E2 – 

„Assembly” PCR 

 

Homogenność wyizolowanych uprzednio z żelu agarozowego fragmentów DNA 

zawierających sekwencje kodujące glikoproteinę E1 i warianty glikoproteiny E2 

potwierdzano poprzez ponowny rozdział w 1% żelu agarozowym. Tak przygotowane DNA 

stanowiło matrycę do reakcji łączącego PCR (ang. „Assembly” PCR). Reakcję prowadzono 

dwuetapowo. Pierwszy etap obejmował hybrydyzację wspólnych części sekwencji obu 

glikoprotein oraz ich wydłużenie przez polimerazę KOD bez wykorzystania starterów.  

W drugim etapie do mieszaniny reakcyjnej dodawano specyficzne startery i ponownie 

przeprowadzano reakcję PCR w odpowiednio dobranych warunkach. Całość produktu reakcji 

rozdzielano w 1% żelu agarozowym, prążki o wielkości ok. 1500 par zasad wycinano z żelu, 

a DNA oczyszczano przy pomocy komercyjnego zestawu odczynników Gel-Out 

Concentrator. W celu wklonowania uzyskanych konstruktów (wstawek) do plazmidu 

ekspresyjnego pcDNA3.1 H77c przeprowadzano trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi 

NotI oraz Bsp68I (jak opisano w punkcie 6.2.6), a następnie ligację (jak w punkcie 6.2.7). 

Poprawność otrzymanych chimerycznych heterodimerów zweryfikowano poprzez 

sekwencjonowanie. 

6.2.5. Izolacja plazmidowego DNA z komórek bakteryjnych 
 

Do izolacji plazmidowego DNA z komórek bakteryjnych stosowano zestawy „Plazmid Mini” 

oraz “Plasmid Midi AX” firmy A&A Biotechnology. Procedurę przeprowadzano zgodnie  

z instrukcją producenta. 

6.2.6. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi 

 

W celu uzyskania odpowiednich końców do klonowania bądź przeprowadzania analizy 

restrykcyjnej produktów ligacji, wykonywano trawienie enzymami restrykcyjnymi. Reakcja 

prowadzona była w temperaturze 37°C przez 30min. 
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Skład mieszaniny reakcyjnej: 

Odczynnik Ilość (µl) 

DNA (1 µg) X 

Bufor 10x stężony 2 

Enzym restrykcyjny (zwykle 1-2 U/µg 

DNA) 

X 

H2O Do objętości 20µl 

 

Po zakonczeniu trawienia próbki DNA oczyszczano przy pomocy zestawu odczynników 

“Clean-up Concentrator” firmy A&A Biotechnology zgodnie z protokołem producenta. 

 

6.2.7. Ligacja 

 

Ligację przeprowadzano przy użyciu ligazy DNA faga T4. Reakcję przeprowadzano  

w całkowitej objętości 20μl. Ilość DNA użytego do ligacji była ustalana indywidualnie dla 

każdej reakcji, tak aby stosunek ilości wstawki do wektora wynosił 3:5. Reakcja ligacji 

prowadzona była przez noc w temperaturze 16°C. 

Skład mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli poniżej. 

 

Odczynnik Ilość (µl) 

Wektor (plazmid) X 

Wstawka X 

Bufor 10x stężony 2 

Ligaza faga T4 1 

H2O Do objętości 20µl 

 

6.2.8. Elektroforeza DNA w żelu agarozowym 
 

Elektroforetyczny rozdział fragmentów DNA wykonywano z użyciem 1% żelu agarozowego. 

Agarozę rozpuszczano w buforze 1x TAE przez podgrzanie w kuchence mikrofalowej. Po 

schłodzeniu do roztworu agarozy dodawano barwnik Simply Safe (5μl/100ml żelu)  

i wylewano do specjalnej formy z grzebieniem. Próbki zawieszano w końcowo 1x stężonym 

buforze obciążającym i następnie nanoszono na żel. W celu określenia wielkości 

rozdzielanych fragmentów DNA stosowano marker GeneRuler. Elektroforezę prowadzono  
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w buforze 1x TAE przy napięciu od 60 – 100 V. Po rozdzieleniu DNA, żel oglądano  

w świetle UV. 

6.2.9. Izolacja DNA z żelu agarozowego 
 

W celu wyizolowania i oczyszczania fragmentów DNA po rozdziale elektroforetycznym  

w żelu agarozowym zastosowano zestaw „Gel Out Concentrator” firmy A&A Biotechnology. 

Procedurę przeprowadzano zgodnie z instrukcją dostarczoną przez producenta. 

6.3. Metody analizy bioinformatycznej obejmującej poziom N-glikozylacji 

uzyskanych konstruktów 
 

Wszystkich analiz in silico dotyczących stopnia N-glikozylacji poszczególnych wariantów 

glikoproteiny E2 wirusa HCV dokonano przy pomocy serwera Net-N-Glyc 1.0 (bezpłatne 

oprogramowanie dostępne pod adresem http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). 

6.4. Metody pracy z białkami 

 

6.4.1. Elektroforeza białek w żelu poliakryloamidowym w warunkach 

denaturujących (SDS-PAGE) 

 

Elektroforezę białek przeprowadzano w żelu rozdzielającym o procentowości 12% lub 10%,  

w zależności od wielkości analizowanych białek. Próbki zawieszano w buforze obciążająco-

lizującym i inkubowano przez 10 minut w temperaturze 80°C. W celu określenia wielkości 

rozdzielanych białek stosowano marker białkowy PageRuler. Rozdział białek prowadzono  

w buforze SDS-PAGE 1x stężonym przy napięciu 80V do momentu wejścia w żel 

rozdzielający, a następnie przy napięciu 160V. 

6.4.2. Elektrotransfer mokry białek rozdzielonych przy pomocy elektroforezy 

SDS-PAGE na błonę PVDF 

 

Po zakończeniu rozdziału białek przy pomocy elektroforezy w żelu poliakryloamidowym, 

przeprowadzano elektrotransfer białek na błonę PVDF. Trzy bibuły typu Whatman, przycięte 

na wymiar żelu rozdzielającego, namaczano w buforze do elektrotransferu, następnie 

umieszczano na nich aktywowaną w metanolu błonę PVDF oraz żel poliakryloamidowy 

zawierający rozdzielone białka. Całość przykrywano trzema nasączonymi buforem do 

elektrotransferu bibułami typu Whatman. Tak przygotowaną kanapkę umieszczano  

w aparacie do elektrotransferu mokrego i usuwano pęcherzyki powietrza. Transfer 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/


48 

 

prowadzono przy napięciu 15V przez noc. Po zakończeniu transferu błonę PVDF 

wykorzystywano do detekcji białek metodą western blotting. 

6.4.3. Western Blotting 
 

Błonę PVDF z przeniesionymi na nią białkami rozdzielonymi przy użyciu elektroforezy 

poliakrylamidowej, blokowano przez 1godzinę w 5% roztworze mleka odtłuszczonego w 

TBST w celu uniemożliwienia niespecyficznego łączenia się przeciwciał z membraną. Po 

zakończeniu inkubacji i dokładnym wypłukaniu błony w buforze TBST, przenoszono ją do 

roztworu przeciwciał 1-rzędowych w 5% mleku odtłuszczonym w TBST (rodzaj i 

rozcieńczenie przeciwciał zależne od wykrywanego epitopu), a następnie inkubowano przez 

1h w temperaturze pokojowej. Po inkubacji błonę płukano 3 razy po 5 min w buforze TBST i 

inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzinę w roztworze odpowiednich 

przeciwciał 2-rzędowych skoniungowanych z peroksydazą chrzanową zawieszonych w 5% 

mleku w TBST. Po inkubacji błonę płukano jak wyżej. Detekcję wyznakowanych 

przeciwciałami białek przeprowadzano, za pomocą komercyjnych zestawów odczynników do 

detekcji sygnałów chemiluminescencyjnych i ekspozycji błony na klisze światłoczułe. 

6.4.4. Barwienie żeli poliakryloamidowych 
 

W celu wybarwienia białek rozdzielanych w żelach poliakryloamidowych w elektroforezie 

SDS-PAGE stosowano roztwór barwnika Coomassie Brilliant Blue R250. Żel po zakończeniu 

rozdziału elektroforetycznego umieszczano w rozworze barwnika i inkubowano przez 45 

minut w temperaturze pokojowej. Po upływie tego czasu zlewano roztwór barwnika  

i zastępowano go roztworem odbarwiacza, w którym pozostawiano żel do momentu 

uwidocznienia się pojedynczych prążków. 

6.4.5. Immunoprecypitacja glikoprotein E1 i E2 
 

Materiał wyjściowy, z którego wyodrębniano kompleksy glikoprotein E1E2 stanowiły lizaty 

komórek ssaczych HEK293, przygotowywane zgodnie z opisem w punkcie 6.5.3. Do 

gotowych lizatów komórkowych dodawano kozie poliklonalne przeciwciało skierowane 

przeciwko glikoproteinie E2 wirusa HCV i inkubowano przez noc w 4°C. Kolejnego dnia 

złoże agarozowe sprzężone z białkiem G płukano trzykrotnie buforem LB2 przez 5 minut, po 

czym wirowano z prędkością 2000 rpm. Następnie złoże porcjowano do probówek typu 

Eppendorf, dodawano do niego kompleksy lizat-przeciwciało i ponownie inkubowano przez 

noc w 4°C. Po zakończeniu inkubacji całość płukano sześciokrotnie j.w., wirowano,  
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a przyłączone heterodimery glikoprotein eluowano przy pomocy buforu elucyjnego  

w składzie Tris-HCl pH 3.0 + 0,1M glicyna. Uzyskane kompleksy poddawano następnie 

elektroforezie SDS-PAGE w warunkach redukujących (6.4.1) oraz analizie typu Western 

Blotting (6.4.3).  

6.4.6. Oczyszczanie fragmentu dużej zewnątrzkomórkowej pętli receptora CD81 

(CD81-LEL-GST) metodą chromatografii powinowactwa 

 

Osad otrzymany poprzez zwirowanie hodowli komórek BL21 E. coli (6.1.3) zamrażano  

w -20°C, a następnie zawieszano w 40 ml buforu lizującego i inkubowano w lodzie przez 30 

minut. Po upływie tego czasu dodawano kolejno: 3 ml 10% roztworu Tritonu X-100, 0,45 ml 

1M MgCl2 i 0,45 ml roztworu DNAzy I w stężeniu 10 mg/ml, całość mieszano i ponownie 

inkubowano w lodzie przez 30 minut. Następnie całość wirowano przez 20 minut  

z prędkością 15000g w 4°C. W czasie wirowania przygotowywano złoże sefarozowe  

z immobilizowanym glutationem przemywając je trzykrotnie buforem płuczącym GST-A. Po 

zakończeniu wirowania supernatant dodawano do 1 ml gotowego złoża sefarozowego  

i inkubowano przez noc w 4°C, zachowując uprzednio niewielką ilość do dalszych analiz. 

Następnego dnia lizat ze złożem wirowano z prędkością 2000 rpm w 4°C, a supernatant 

zbierano (niewielką jego ilość pozostawiono do dalszych analiz). Po czterokrotnym płukaniu 

złoża, przenoszono je do mniejszej próbówki, dodawano bufor elucyjny i sześciokorotnie 

zbierano frakcje, każdorazowo inkubując złoże z buforem przez 5 minut w lodzie. Każda  

z frakcji była oceniana pod kątem ogólnej zawartości białek przy pomocy rozdziału w żelu 

poliakryloamidowym (elektroforeza SDS-PAGE) oraz barwienia roztworem barwnika 

Coomassie Brilliant Blue R-250. Po wstępnym oszacowaniu stężenia białek  

w poszczególnych frakcjach, trzy z nich połączono, a następnie dializowano w buforach 

(kolejno): Tris-HCl pH 8 przez 1 godzinę oraz Tris-HCl pH 7,4 przez noc. Po zakończeniu 

dializy do gotowego preparatu dodawano glicerol, osiągając jego końcowe stężenie w próbce 

na poziomie 10% i zamrażano w -70°C. 

6.4.7. ELISA z wykorzystaniem oczyszczonego fragmentu receptora CD81 

(CD81-LEL-GST) 

 

Dołki 96-dołkowej płytki opłaszczano oczyszczonym białkiem CD81-LEL-GST w ilości 100 

µl/dołek i inkubowano w 4°C przez noc. Następnego dnia płytkę płukano czterokrotnie 

buforem TBSTw w celu usunięcia niezwiązanych białek, po czym dodawano lizaty 



50 

 

komórkowe (100 µl/studzienkę) zawierające chimeryczne heterodimery glikoprotein E1E2  

i inkubowano przez 2 godziny w 37°C. Po zakończeniu inkubacji i płukaniu płytki j.w. wolne 

miejsca blokowano 3% roztworem surowiczej albuminy wołowej (Bovine Serum Albumin, 

BSA) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po ponownym wypłukaniu płytki 

studzienki opłaszczano roztworem przeciwciał pierwszorzędowych ALP98 rozcieńczanych  

w 3% roztworze surowiczej albuminy wołowej w TBSTw i inkubowano przez noc w 4°C. 

Następnego dnia płytkę ponownie płukano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez  

1 godzinę w roztworze kozich anty-mysich przeciwciał 2-rzędowych skoniungowanych  

z peroksydazą chrzanową zawieszonych w 3% BSA w TBSTw. Po sześciokrotnym 

wypłukaniu płytki do każdej ze studzienek dodawano roztwór substratu dla peroksydazy 

chrzanowej TMB i inkubowano maksymalnie przez 30 minut w temperaturze pokojowej  

w ciemności. Po upływie tego czasu (lub wcześniej, w zależności od otrzymanego wyniku) 

zatrzymywano reakcję poprzez dodawanie 0,5M roztworu kwasu siarkowego (VI). Poziom 

absorbancji odczytywano przy długości fali n=450 nm z wykorzystaniem czytnika płytek 

TECAN Infinite 2000. 

6.4.8. GNA-capture ELISA 
 

Dołki 96-dołkowej płytki opłaszczano roztworem lektyny pochodzącej ze śnieżyczki 

przebiśniega (Galanthus nivalis agglutinin, GNA) w rozcieńczeniu 50 µl GNA/10 ml PBS  

i inkubowano w 4°C przez noc. Następnego dnia płytkę płukano czterokrotnie buforem 

TBSTw w celu usunięcia niezwiązanych lektyn, po czym wolne miejsca blokowano 3% 

roztworem surowiczej albuminy wołowej przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po 

ponownym wypłukaniu płytki, nakładano do każdego dołka po 100 µl lizatu komórek 

HEK293 uprzednio transfekowanych przy pomocy plazmidów kodujących poszczególne 

hetorodimery glikoprotein E1E2 i inkubowano przez noc w 4°C. Rano płytkę płukano, 

opłaszczano roztworem przeciwciał pierwszorzędowych rozcieńczonych w 3% roztworze 

BSA w TBSTw (rodzaj i rozcieńczenie przeciwciał zależne od wykrywanego epitopu)  

i inkubowano przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej. Po inkubacji płytkę płukano jak 

wcześniej i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzinę w roztworze 

odpowiednich przeciwciał 2-rzędowych skoniungowanych z peroksydazą chrzanową 

zawieszonych w 3% BSA w TBSTw. Po sześciokrotnym wypłukaniu płytki do każdej ze 

studzienek dodawano roztwór substratu dla peroksydazy chrzanowej TMB i inkubowano 

maksymalnie przez 30 minut w temperaturze pokojowej w ciemności. Po upływie tego czasu 

(lub wcześniej, w zależności od otrzymanego wyniku) zatrzymywano reakcję poprzez 
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dodawanie 0,5M roztworu kwasu siarkowego (VI). Poziom absorbancji odczytywano przy 

długości fali n=450 nm z wykorzystaniem czytnika płytek TECAN Infinite 2000. 

6.4.9. ELISA z wykorzystaniem panelu przeciwciał konformacyjnych 
 

Dołki 96-dołkowej płytki opłaszczano lizatami komórek HEK293 zawierającymi takie same 

ilości wariantów chimerycznych heterodimerów E1E2 i inkubowano w 4°C przez noc. 

Następnego dnia płytkę płukano czterokrotnie buforem TBSTw w celu usunięcia 

niezwiązanych białek, po czym wolne miejsca blokowano 3% roztworem surowiczej 

albuminy wołowej przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Następnie płytkę płukano, 

opłaszczano roztworem przeciwciał pierwszorzędowych (HC-1, HC-11, HC-84.1, CBH-4B) 

rozcieńczonych w 3% roztworze BSA w końcowym stężeniu 10 mg/mL i inkubowano przez  

1 godzinę w temperaturze pokojowej. Przeciwciało ALP98 antibody służyło jako kontrola. Po 

inkubacji płytkę płukano jak wcześniej i inkubowano w temperaturze pokojowej przez  

1 godzinę w roztworze odpowiednich przeciwciał 2-rzędowych skoniugowanych  

z peroksydazą chrzanową zawieszonych w 3% BSA w TBSTw. Po sześciokrotnym 

wypłukaniu płytki do każdej ze studzienek dodawano roztwór substratu dla peroksydazy 

chrzanowej TMB i inkubowano maksymalnie przez 30 minut w temperaturze pokojowej  

w ciemności. Po upływie tego czasu (lub wcześniej, w zależności od otrzymanego wyniku) 

zatrzymywano reakcję poprzez dodawanie 0,5M roztworu kwasu siarkowego (VI). Poziom 

absorbancji odczytywano przy długości fali n=450 nm z wykorzystaniem czytnika płytek 

TECAN Infinite 2000. 

6.4.10. Badanie wpływu syntezy glikoprotein E1E2 na poziom ekspresji 

cząsteczek MHC klasy I na powierzchni komórek  

 

Komórki Huh7 wysiewano na płytki sześciodołkowe i transfekowano plazmidowym DNA 

niosącym heterodimery glikoprotein E1E2. 48 godzin po transfekcji komórki płukano 1x 

PBS, trypsynizowano, wirowano z prędkością 1000xg przez 3 minuty, a następnie zawieszano  

w zimnym buforze PBA (1xPBS + 1% BSA + 0,02% azydek sodu). Komórki rozdzielano na 

3 równe części i przenoszono na płytki 96-dołkowe o stożkowym dnie. Po zwirowaniu przez 

2 minuty z prędkością 1500 rmp i usunięciu buforu PBA, komórki zawieszano w roztworze 

przeciwciał pierwszorzędowych W6/32 (Dako Denmark) i inkubowano przez 1 godzinę  

w lodzie. Następnie płytki wirowano jak wcześniej, komórki płukano trzykrotnie buforem 

PBA, a następnie zawieszano w roztworze przeciwciał drugorzędowych sprzężonych  
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z fikoerytryną i inkubowano przez 1 godzinę w lodzie w ciemności. Po zakończeniu inkubacji 

komórki ponownie płukano trzykrotnie j.w. i zawieszano w 100 μl buforu PBA. Poziom 

ekspresji cząsteczek MHC klasy I analizowano przy pomocy cytometru przepływowego BD 

FACSCalibur™. 

6.4.11. Pomiar infekcyjności pseudocząsteczek HCV  
 

Poziom infekcyjności pseudocząsteczek wirusowych oznaczano poprzez pomiar poziomu 

ekspresji białka reporterowego lucyferazy produkowanego w komórkach z plazmidu pTG126 

Luc I znajdującego się we wnętrzu każdej funkcjonalnej pseudocząsteczki. W tym celu 

wykorzystywano zestaw odczynników „Bright-Glo Luciferase Assay Systen” (Promega) 

postępując zgodnie z instrukcjami producenta. Pomiaru luminescencji dokonywano za 

pomocą czytnika TECAN Infinite 2000. 

6.4.12. Detekcja glikoprotein E1 i E2 w pseudocząsteczkach HCV  
 

Pseudocząsteczki HCV produkowano zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 6.5.6.  

48 godzin po kotransfekcji zbierano pożywkę zawierającą HCVpp znad komórek ssaczych 

HEK293 do probówek 15ml i odwirowywano z prędkością 3000 rpm przez 5 minut w celu 

usunięcia resztek komórkowych. Supernatant następnie wirowano na poduszce sacharozowej 

(1,5 ml, 20% sacharoza) w ultrawirówce z rotorem Beckman SW41 przez 2.5 godziny  

w +4°C z prędkością 25000 rpm. Osad (pseudocząsteczki HCV) zawieszano w 50 µl 1xPBS, 

a następnie, po odpowiednim przygotowaniu, rozdzielano w żelu poliakryloamidowym  

w warunkach redukujących (6.4.2). Detekcję białek metodą western blotting przeprowadzano 

zgodnie z punktem 6.4.3. 

6.5. Metody pracy z hodowlami komórek ssaczych 

6.5.1. Hodowle komórek ssaczych 

 

Do hodowli komórek ssaczych używano butelek polistyrenowych T-25, T75 i T175 oraz 

płytek wielodołkowych. Komórki pasażowano w momencie, gdy tworzyły jednorodną 

warstwę na dnie naczynia hodowlanego. Hodowle prowadzono w inkubatorze w atmosferze 

5% CO2 w temperaturze 37°C. 

Pożywki i suplementy stosowane do konkretnych linii komórkowych zostały wymienione  

w tabeli poniżej. 
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Linia komórkowa Skład pożywki 

HEK293 DMEM 4500 + 10% FBS + 1% Pen/Strep 

Huh7,5 DMEM 4500 + 10% FBS + 1% Pen/Strep 

 

6.5.2. Transfekcja komórek ssaczych plazmidowym DNA 
 

Transfekcję komórek ssaczych DNA plazmidowym przeprowadzano z użyciem odczynnika 

JetPrime (PolyplusTransfection), postępując zgodnie z protokołem dostarczonym przez 

producenta. 

6.5.3. Przygotowanie lizatów komórkowych 
 

W celu przygotowania lizatów komórkowych służących do późniejszych analiz (np. Western 

blotting, ELISA), zbierano pożywkę znad komórek transfekowanych plazmidowym DNA, 

płukano 1x PBS, a następnie dodawano 1 ml zimnego buforu lizującego LB2 z dodatkiem 

inhibitorów proteaz oraz jodoacetamidu i inkubowano w 4°C z bujaniem przez 30 minut. 

Następnie całość zbierano do probówek Eppendorfa i wirowano przez 30 minut z prędkością 

13000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant zbierano i przenoszono do nowych probówek 

Eppendorfa. Tak powstałe lizaty komórkowe przechowywano w -70°C. 

6.5.4. Immunodetekcja białek w jednowarstwowych hodowlach komórek (Test 

IPMA) 
 

Detekcję białek w hodowlach jednowarstwowych komórek ssaczych umożliwia test IPMA 

(ang. immunoperoxidase monolayer assay). Komórki ssacze transfekowane plazmidowym 

DNA płukano 3 razy buforem PBS, suszono w warunkach jałowych i zamrażano  

w temperaturze -20°C. Następnie komórki utrwalano zimnym 4% paraformaldehydem przez 

10 minut, płukano 3 razy buforem PBST (PBS + 0,5% Tween80) i dodawano przeciwciała  

1-rzędowe zawieszone w buforze PBS z dodatkiem 1% Tween80 i 5% FBS. Inkubację  

z przeciwciałami prowadzono przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej. Niezwiązane 

przeciwciała odpłukiwano 3 razy buforem 1xPBS + 0,5% Tween80, a następnie komórki 

pokrywano buforem PBS z dodatkiem 1% Tween80, 5% surowicy bydlęcej i przeciwciał  

2-rzędowych skoniugowanych z peroksydazą chrzanową i inkubowano przez 1 godzinę  

w temperaturze pokojowej. Po zakończonej inkubacji komórki płukano 3x buforem PBS  

i dodawano roztwór substratu dla peroksydazy chrzanowej: AEC, wskutek czego powstawała 
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reakcja barwna – kolor czerwony w miejscu reakcji pozytywnej. Komórki oglądano  

w mikroskopie w świetle przechodzącym. 

6.5.5. Barwienie immunofluorescencyjne klasyczne 
 

Barwienie immunofluorescencyjne klasyczne wykonywano z użyciem płytek 12-dołkowych.  

W każdym z dołków umieszczano jałowe szkiełka nakrywkowe pokryte żelatyną, na które 

wysiewano komórki. 24 godziny po wysianiu komórki były transfekowane plazmidowym 

DNA niosącym heterodimery glikoprotein wirusa HCV. Po 48 godzinach komórki utrwalano 

poprzez dodanie 16% paraformaldechydu (PFA) bezpośrednio do pożywki tak, aby uzyskać 

końcowe stężenie 4% PFA. Komórki inkubowano przez 2 godziny w 8° C i suszono na 

powietrzu. Następnie komórki permeabilizowano przy pomocy 0,2% Triton X-100 w PBS 

przez 5 minut i przemywano trzykrotnie 1xPBS. Po 1-godzinnej inkubacji z roztworem 

przeciwciał pierwszorzędowych, komórki płukano 3 razy 1xPBS, a następnie inkubowano  

z roztworem odpowiednich przeciwciał drugorzędowych przez 1 godzinę. Roztwory 

przeciwciał przygotowywano w 1xPBS z dodatkiem 5% FBS. Preparaty zaklejano przy 

użyciu preparatu ProLong Gold antifade mountant z DAPI (Invitrogen) i analizowano przy 

pomocy mikroskopu konfokalnego Leica TSC SP8X. 

6.5.6. Produkcja pseudocząsteczek HCV (HCV pseudoparticles, HCVpp) 
 

Na płytki o średnicy 10 cm wysiewano komórki linii komórkowej HEK293 w ilości 1,8x105 

komórek/ml. Kolejnego dnia przeprowadzano kotransfekcję plazmidami: pMLV Gag-Pol, 

pTG126 Luc oraz plazmidami niosącymi sekwencje kodujące badane glikoproteiny.  

Po całonocnej inkubacji zastępowano pożywkę DMEM świeżą, z dodatkiem 1M buforu 

HEPES w stosunku 1:100. Tego samego dnia zakładano hodowlę komórek linii Huh7 na 

płytce M12 (4,5x105 komórek/dołek). 48 godzin po transfekcji zbierano pożywkę znad 

transfekowanych komórek, wirowano i przeprowadzano infekcję komórek Huh7. Po 4 

godzinach inkubacji, usuwano pożywkę zawierającą pseudocząsteczki i zastępowano ją 

pożywką DMEM. Komórki inkubowano przez kolejne 2 dni w warunkach jak wyżej. 
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7. Materiały 

7.1. Fragmenty DNA pochodzące od pacjentów uzyskane na podstawie RNA wirusowego 

uprzednio wyizolowanego od pacjentów, otrzymane od prof. M. Figlerowicza – 

materiał wyjściowy do badań 
 

• P2-04 – oznaczenie własne NR6, płeć męska, 13 lat, brak odpowiedzi na terapię  

• P2-05 – oznaczenie własne NR4, płeć żeńska, 11 lat, brak odpowiedzi na terapię 

• P2-10 – oznaczenie własne NR1, płeć męska, 11 lat, brak odpowiedzi na terapię 

• P2-17 – oznaczenie własne SR1, płeć męska, 8 lat, trwała odpowiedź wirusologiczna 

• P2-18 – oznaczenie własne SR2, płeć żeńska, 15 lat, trwała odpowiedź wirusologiczna 

• P2-19 – oznaczenie własne NR5, płeć żeńska, 10 lat, brak odpowiedzi na terapię 

• P2-20 – oznaczenie własne SR3, płeć żeńska, 15 lat, trwała odpowiedź wirusologiczna 

• P2-23 – oznaczenie własne NR2, płeć męska, 10 lat, brak odpowiedzi na terapię 

• P2-24 – oznaczenie własne TR, płeć żeńska, 16 lat, przejściowa odpowiedź na terapię 

• P2-28 – oznaczenie własne NR3, płeć żeńska, 14 lat, brak odpowiedzi na terapię 

7.2. Szczepy bakteryjne 
 

• Escherichia coli TOP10 

McrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80ΔlacZDM15, ΔlacX74, deoR, recA1, araD139, 

Δ(ara,leu)7697, galU, galK, I-, rpsL, endA1, nupG (Invitrogen, Life Technologies) 

• Escherichia coli BL21 (DE3) 

E. coli str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB–mB–) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 ind1 

sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) 

7.3. Linie komórkowe 
 

• HEK293 

Human embryonic kidney cells – linia komórkowa ciągła wyprowadzona z 

embrionalnych komórek nerki ludzkiej, ze zbiorów własnych Zakładu Biologii 

Molekularnej Wirusów 
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• Huh7,5 

Human hepatocellular carcinoma – linia komórkowa ciągła wyprowadzona z komórek 

ludzkiego raka wątrobowokomórkowego, ze zbiorów własnych Zakładu Biologii 

Molekularnej Wirusów 

7.4. Plazmidy 
 

• pJet 1.2 NR1-3 – plazmidy niosące fragmenty genów kodujących glikoproteinę 

wirusową E2 wirusa HCV pochodzących od pacjentów nieodpowiadających na 

terapię (NR) 

• pJet 1.2 TR – plazmid niosący fragment genu kodującego glikoproteinę wirusową E2 

wirusa HCV pochodzący od pacjenta o przejściowej odpowiedzi na terapię (TR)  

• pJet 1.2 SR1-3 – plazmidy niosące fragmenty genów kodujących glikoproteinę 

wirusową E2 wirusa HCV pochodzących od pacjentów o trwałej odpowiedzi na 

terapię (SR) 

• pcDNA3.1 H77c – plazmid zawierający sekwencję kodującą poliproteiny wirusa HCV 

genotypu 1a 

• pcDNA3.1 H77c/NR1-3 – plazmidy niosące sekwencję kodującą chimeryczną 

poliproteinę wirusa HCV genotypu 1a zawierające białka pochodzące od pacjentów 

nieodpowiadających na terapię (NR) 

• pcDNA3.1 H77c/TR – plazmid niosący sekwencję kodującą chimeryczną poliproteinę 

wirusa HCV genotypu 1a zawierający białko pochodzące od pacjenta o przejściowej 

odpowiedzi na terapię (TR) 

• pcDNA3.1 H77c/SR1-3 – plazmidy niosące sekwencję kodującą chimeryczną 

poliproteinę wirusa HCV genotypu 1a zawierające białka pochodzące od pacjentów o 

trwałej odpowiedzi na terapię (SR) 

• pMLV Gag-Pol – pakujący wektor retrowirusowy niosący sekwencję kodującą białka 

Gag-Pol mysiego wirus białaczki (murine leukemia virus, MLV) 

• pTG126 Luc – plazmid niosący sekwencję genu dla reporterowego białka lucyferazy 
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7.5. Pożywki  
 

• Do hodowli bakteryjnych 

▪ Pożywka LB 

Bacto-Trypton 10g, ekstrakt drożdżowy 5g, NaCl 10g rozpuszczono w 1 litrze 

wody destylowanej i jałowiono w autoklawie 

▪ Pożywka Terrific Broth 

Bacto-Trypton 12g, ekstrakt drożdżowy 5g, glicerol 4 ml, K2HPO4 12,54g, 

KH2PO4 2,31g rozpuszczono w 1 litrze wody destylowanej i jałowiono w 

autoklawie 

▪ Pożywka LA 

Bacto-Trypton 10g, ekstrakt drożdżowy 24g, NaCl 10g, Bacto-agar 15g, 

rozpuszczono w 1 litrze wody destylowanej i jałowiono w autoklawie 

• Do hodowli komórek ssaczych 

▪ Pożywka DMEM 4500 

(ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) uzupełniona L-glutaminą (Gibco), 

roztworek penicyliny/streptomycyny (Sigma Aldrich) i płodową surowicą bydlęcą 

w stężeniu 10% (Gibco) 

7.6. Pozostałe odczynniki do hodowli komórkowych 
 

• Trypsyna (Gibco) 

• L-glutamina (Sigma Aldrich) 

• Roztwór antybiotyków penicyliny i streptomycyny (ang. Pen/Strep) (Sigma Aldrich) 

• Bydlęca surowica płodowa (ang. fetal bovine serum - FBS) (Invitrogen) 

• JetPrime (PolyplusTransfection) 

7.7. Antybiotyki 
 

• Ampicylina  

Roztwór 100 mg/ml w wodzie, stężenie w pożywce 100μg/ml (Sigma) 
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7.8. Przeciwciała 

7.8.1. Przeciwciała pierwszorzędowe 

 

• Przeciwciała monoklonalne anty-E1 (Santa Cruz Biotechnology) 

• Przeciwciało poliklonalne anty-E2 (Bio-Rad) 

• Przeciwciała monoklonalne anty-E2 AP33, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka 

Brytania 

• Przeciwciała monoklonalne anty-E2 ALP98, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka 

Brytania 

• Przeciwciała monoklonalne anty-E2 HC-1, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka 

Brytania 

• Przeciwciała monoklonalne anty-E2 HC-11, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka 

Brytania 

• Przeciwciała monoklonalne anty-E2 CBH-4B, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka 

Brytania 

• Przeciwciała monoklonalne anty-E2 HC-84.1, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka 

Brytania 

• Przeciwciała monoklonalne anty-MHC klasy I W6/32 (Dako Denmark) 

• Przeciwciała monoklonalne anty-β-aktyna (Santa Cruz Biotechnology) 

• Przeciwciało poliklonalne anty-CD81 (Santa Cruz Biotechnology) 

7.8.2. Przeciwciała drugorzędowe 
 

• Przeciwciała poliklonalne kozie anty-mysie IgG sprzężone z peroksydazą chrzanową 

(Jackson Immunoresearch) 

• Przeciwciała poliklonalne ośle anty-kozie IgG sprzężone z peroksydazą chrzanową 

(Jackson Immunoresearch) 

• Przeciwciała poliklonalne kozie anty-ludzkie sprzężone z peroksydazą chrzanową 

(Jackson Immunoresearch) 

• Koniugaty przeciwciał anty-króliczych i anty-mysich sprzężonych z Alexa fluor 488 i 

alexa fluor 546 (Molecular Probes) 

7.9. Wzorce masowe 
 

• Gene Ruler DNA Ladder Mix (Life Technologies) 
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• PageRuler Prestained Protein Ladder (Life Technologies) 

7.10. Enzymy 
 

• Polimeraza DNA WALK (A&A Biotechnology) 

• Polimeraza DNA KOD (Novagen) 

• Ligaza DNA faga T4 (Fermentas) 

• FastDigest BglII (Fermentas) 

• FastDigest NotI (Fermentas) 

• FastDigest Bsp86I/NruI (Fermentas) 

7.11. Bufory i roztwory 

• PBS 

137 mM NaCl 

2.7 mM KCl 

4.3 mM Na2HPO4 

1.47 mM KH2PO4, pH 7.4 

• PBST 

PBS 1X stężony + 0.5% Tween 80 

• PBSTw 

PBS 1x stężony + 0,05% Tween 20 

• PBA 

PBS 1x stężony + 1% BSA + 0,02% Azydek sodu 

• TBS 

50 mMTris-HCl 

150 mMNaCl, pH 7.4 

• TBST 

TBS + 0.05% Tween 20 

• TAE (bufor elektrodowy do elektroforezy agarozowej) 

40mM Tris-octan 

1 mM EDTA, pH 8.5 

• Bufor obciążający do DNA 

15% fikol 

0.25% ksylenocjanol 

0.25% błękit bromofenolowy 
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• 10X stężony bufor elektrodowy do elektroforezy SDS-PAGE 

0.25 M Tris 

1.92 M glicyna 

1% SDS, pH 8.3 73 

• 4X stężony bufor lizująco-obciążający do elektroforezy SDS-PAGE w warunkach 

redukujących 

0.25 M Tris, pH 6.8 

6% SDS 

40% glicerol 

0.04% błękitbromofenolowy 

20% β-merkaptoetanol 

• Bufor do lizy komórek ssaczych LB2 

20 mM Tris-HCl (pH 7,4)    

1 mM EDTA      

150 mM NaCl      

1% Triton X100         

• 0.2% Triton X 100 

0.1ml Triton X-100 + 49ml PBS 1X stężony 

• Bufor do lizy komórek bakteryjnych BL21 E.coli 

1mM DTT 

20% Lizozym 

1mM PMSF 

1x PBS 

• Bufor płuczący sosowany w chromatografii powinowactwa 

0,0008 mM Triton X-100 

1mM DTT 

1xPBS 

• Bufor do elucji białek ze złoża sefarozowego z immobilizowanym glutationem 

1M Tris-HCl pH 8,0 

0,3% Glutation 

• Bufor do elucji białek ze złoża agarozowego z przyłączonym białkiem G 

1M Tris-HCl pH 3.0  

0,1M glicyna 
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• Bufor płuczący GST-A 

50 mM Tris-HCl pH 8,0 

80 mM NaCl 

1 mM EDTA 

• Roztwór barwnika Coomasie Brilliant Blue R-250 

1% Coomasie Brilliant Blue R-250   

20% Metanol      

10% Kwas octowy  

• Roztwór odbarwiający barwnik Coomasie Brilliant Blue R-250 

20% Metanol      

10% Kwas octowy          

• CaCl2 

0,1M CaCl2 

• CaCl2 z 5% glicerolem 

0,1M CaCl2 

5% glycerol 

• Roztwór akryloamidów 30% 

29% akrylamid 

1% N,N’-metyleno-bisakrylamid 

• 4 % paraformaldehyd (Alfa Aesar) 

7.12. Pozostałe odczynniki 
 

• Zestaw „Plasmid mini” (A&A Biotechnology) 

• Zestaw “Plasmid midi AX” (A&A Biotechnology) 

• Zestaw “Clean up concentrator” (A&A Biotechnology) 

• Zestaw „Gel-out concetrator” (A&A Biotechnology) 

• Zestaw “NovaRED” (Vector Laboratories) 

• Zestaw do klonowania “CloneJet” (Thermo Scientific) 

• Simpy Safe (EURX) 

• Odczynniki do ECL (Thermo Scientific) 

• Jednokrotenie stężony roztwór TMB (Thermo Scientific) 

• Roztwór lektyn z Galanthus nivalis (Sigma Aldrich) 

• Surowicza albumina wołowa (BSA) (Sigma Aldrich) 
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• Roztwory wywoływacza i utrwalacza RTG (Kodak) 

• Klisze RTG (Kodak, Fujifilm) 

• ImmobilonP (Millipore) 

• BibułaWhatmana 3MM (Whatman) 

• Roztwór inhibitorów proteaz (Sigma Aldrich) 

• Jodoacetamid (Fluka) 

• IPTG (Fermentas) 

• Barwnik Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma Aldrich) 

• Złoże sefarozowe z immobilizowanym glutationem (Sigma Aldrich) 

• Złoże agarozowe sprzężone z białkiem G (Thermo Scientific) 

• DTT (Sigma Aldrich) 

• DNAza 1 (Thermo Scientific) 

• Lizozym (Sigma Aldrich) 

• ProLong Gold antifade mountant (Invitrogen) 

• Jednorazowe polistyrenowe naczynia do hodowli tkankowych (BD) 

• Tris-HCl, agaroza, etanol 99,8%, metanol, kwas octowy, kwas siarkowy (VI), 

TEMED, Triton X-100, Tween 20, Tween 80, błękit bromofenolowy, 

ksylenocjanol, glicyna, β-merkaptoetanol, bromek etydyny, akryloamid, N,N’-

metylenobisakryloamid, SDS, EDTA, sacharoza (POCh) 
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8. Wyniki 

8.1. Uzyskanie materiału wyjściowego do badań 

8.1.1. Amplifikacja wirusowego materiału genetycznego pochodzącego od 

pacjentów oraz konstrukcja chimerycznego heterodimeru glikoprotein 

E1E2 dla każdej z próbek 

Materiał wyjściowy do badań przedstawionych w tej pracy stanowiło 10 fragmentów 

DNA (produktów PCR) o długości 1166 nukleotydów kodujących całą sekwencję 

glikoproteiny E2, niewielki C-terminalny fragment sekwencji glikoproteiny E1 oraz  

N-terminalny fragment białka P7 wirusa zapalenia wątroby typu C (Rysunek 15). Matrycą 

wykorzystaną do uzyskania tych próbek w reakcji odwrotnej transkrypcji było całkowite 

genomowe RNA wyizolowane z surowicy krwi 10 dziecięcych pacjentów cierpiących na 

chroniczną postać zapalenia wątroby typu C (wszyscy zainfekowani wirusem genotypu 1a).  

 

 

 

Rys. 15 Schemat genomu wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV) z zaznaczonym rejonem 

podlegającym amplifikacji z wykorzystaniem jako matrycy materiału genetycznego wirusa 

HCV pozyskanego z krwi pacjentów. Namnażany rejon obejmuje pozycje 1425-2591 (nr 

GenBank NC_004102) i zawiera obszary względnie stabilne (E1) oraz hiperzmienne (HVR1).  

 

Dzieci zostały poddane terapii skojarzonej pegylowanym interferonem alfa 2b i rybawiryną 

zgodnie ze schematem opisanym przez Figlerowicz i współautorów (Figlerowicz i wsp., 

2004) w Klinice Chorób Zakaźnych i Neurologii Dziecięcej Uniwersytetu Medycznego im. 

Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Wybrane parametry kliniczne, biochemiczne  

i wirusologiczne charakteryzujące pacjentów oraz końcowy wynik odpowiedzi na terapię 

zostały przedstawione w Tabeli 3. Wyżej wymienione próbki otrzymałam w ramach 

współpracy naukowej od prof. Marka Figlerowicza z Instytutu Chemii Bioorganicznej 

Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Na pozyskanie materiału od pacjentów i wykorzystanie 
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go do dalszych badań naukowych uzyskano zgodę Komisji Bioetycznej Uniwersytetu 

Medycznego w Poznaniu (nr 712/02 z dnia 05.09.2002). 

 

Numer  

pacjenta 

Numer 

próbki 

Wynik  

terapii 

Wiek 

(lata) 

Płeć Początkowy 

poziom RNA 

(kopie/mL) 

Początkowy 

poziom ALT 

(IU/L) 

Początkowa 

obecność 

przeciwciał anty-

HCV 

P2-04 NR6 NR 13 M 11280000 315 + 

P2-05 NR4 NR 11 Ż 2170000 53 - 

P2-10 NR1 NR 11 M 2670000 45 - 

P2-17 SR1 SR 8 M 56300000 19 + 

P2-18 SR2 SR 15 Ż 696000 54 + 

P2-19 NR5 NR 10 Ż 726000 35 + 

P2-20 SR3 SR 15 Ż 152000 37 + 

P2-23 NR2 NR 10 M 840000 63 + 

P2-24 TR TR 16 Ż 286000 28 + 

P2-28 NR3 NR 14 Ż 365000 51 - 

 

Tab. 3 Podstawowa charakterystyka pacjentów, od których pozyskano próbki – wybrane 

parametry kliniczne, biochemiczne i wirusologiczne. NR – brak odpowiedzi na terapię, SR – 

trwała odpowiedź na terapię, TR – przejściowa odpowiedź na terapię, M – płeć męska, Ż – 

płeć żeńska. 

 

Pierwszym etapem pracy była amplifikacja 10 produktów PCR pochodzących od 

pacjentów, ich klonowanie oraz sekwencjonowanie w celu uzyskania sekwencji 

reprezentujących pseudotypy wirusowe, czyli tzw. quasispecies. DNA zostało powielone przy 

pomocy polimerazy DNA PWO (polimeraza WALK, A&A Biotechnology) z użyciem pary 

starterów analogicznych do oryginalnie używanych przez zespół Prof. Figlerowicza. 

Wykorzystane startery zostały zamieszczone w tabeli poniżej. 

 

Nazwa startera Sekwencja startera 5’-3’ 

E2W5_FOR ATGAATTCTCCTGGTAGTGCTGCTGCTA 

E2W3_REW ATCTGCAGCAGGGATGCTGCATTGAGTA 
 

Tab. 4 Lista starterów użytych w reakcji PCR służącej powieleniu wyjściowego materiału do 

badań. 
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Produkty reakcji PCR zostały rozdzielone w 1% żelu agarozowym, prążki odpowiedniej 

wielkości zostały wycięte i oczyszczone przy pomocy komercyjnego zestawu odczynników 

Gel-Out Concentrator. Uzyskane próbki DNA zostały następnie wklonowane do wektora 

pJET1.2-blunt zgodnie z protokołem producenta. Transformacja komórek kompetentnych 

TOP10 E. coli każdym z 10 produktów ligacji umożliwiła otrzymanie serii klonów, z których 

każdy reprezentował jedną z sekwencji wirusowych quasispecies charakterystycznych dla 

danego pacjenta. Poprawność wszystkich konstruktów została zweryfikowana poprzez 

trawienie analityczne z wykorzystaniem enzymu restrykcyjnego BglII oraz 

sekwencjonowanie. Ostatecznie wybrano losowo 5 sekwencji pseudotypów wirusowych dla 

każdego z pacjentów, a uzyskane sekwencje DNA w formacie FASTA przesłano do dr hab. 

Pauliny Jackowiak pracującej w zespole prof. Marka Figlerowicza. Dr Jackowiak w swojej 

pracy doktorskiej wykonała analizę bioinformatyczną puli próbek DNA pochodzących od 

pacjentów ciepiących na przewlekłą postać zapalenia wątroby typu C (obejmującą również 

tych pacjentów, od których uzyskano próbki przekazane później do prowadzonych przeze 

mnie badań) określając częstotliwość występowania różnych sekwencji pierwszego rejonu 

hiperzmiennego (ang. hypervariable 1, HVR1) glikoproteiny E2 w badanej populacji 

quasispecies (Figlerowicz i wsp., 2010). Porównując otrzymane przeze mnie sekwencje 

pseudotypów wirusowych z bazą danych sekwencji rejonu HVR-1, którą dysponuje dr 

Jackowiak, wybrano po jednej sekwencji dla każdego z pacjentów tak, aby były one 

identyczne lub jak najbardziej zbliżone do tych, które w bazie danych pojawiają się 

najczęściej. Innymi słowy, zostały wytypowane sekwencje najbardziej charakterystyczne dla 

wszystkich pacjentów. Wyniki wyżej wymienionych analiz zostały przedstawione w formie 

drzew filogenetycznych (drzewa zostały przygotowane przez dr hab. Paulinę Jackowiak). 

Próbki pochodzące z bazy danych rejonu HVR-1 dr Jackowiak oznaczone są na drzewach 

jako „HVR-numer pacjenta”, natomiast nazwy sekwencji pseudo-typów wirusowych 

uzyskanych przeze mnie obejmują nr pacjenta (liczba oraz litera) i dodatkowo oznaczone są 

czerwoną kropką. W przypadku pacjentów, którzy trwale odpowiedzieli na terapię (sustained 

responders, SR) populacja quasispecies w każdym przypadku była zróżnicowana. Zgodnie  

z wnioskami opublikowanymi grupę prof. Figlerowicza (Figlerowicz i wsp., 2010) jest to 

związane z adaptacją pseudotypów wirusowych do nieustannie działającej presji selekcyjnej. 

W związku ze wspomnianą różnorodnością sekwencji w tej grupie, wybór próbki do dalszych 

badań nie był oczywisty. W porozumieniu z dr Jackowiak wybór padł na próby: 17A (SR1), 

18E (SR2) oraz 20E (SR3), jako że zlokalizowane one były wzdłuż jednej linii pionowej na 
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każdym z drzew filogenetycznych, a zatem były one identyczne w stosunku do większej 

grupy sekwencji dostępnych w bazie danych (Rysunek 16). Populacja wirusowych 

quasispecies pacjenta charakteryzującego się przejściową odpowiedzią na terapię skojarzoną 

(transient responder, TR) okazała się być jeszcze bardziej zróżnicowana niż u opisywanych 

wyżej pacjentów SR. Jedynie dwa klony (24A oraz 24F) posiadały sekwencję HVR1 

występującą w analizowanej bazie danych i z tych dwóch losowo wybrano próbkę 24A 

(sekwencja klonu 24F była tożsama). Omawiane drzewo filogenetyczne przestawiono na 

Rysunku 16. 
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Rys. 16 Analiza filogenetyczna – drzewa filogenetyczne skonstruowane na podstawie rejonu 

HVR1 glikoproteiny E2 dla populacji HCV występującej u pacjentów, którzy 

trwale/przejściowo odpowiedzieli na terapię skojarzoną interferonem i rybawiryną. 

Czerwonymi kropkami zaznaczono sekwencje pseudo-typów wirusowych uzyskane poprzez 

amplifikację materiału wyjściowego 
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Co ciekawe, sytuacja w grupie pacjentów, którzy nie zareagowali na zastosowaną terapię 

(nonresponders, NR) wyglądała odmiennie. Wspomniane już wyniki uzyskane przez grupę 

prof. Marka Figlerowicza wskazywały, że ewolucja populacji quasispecies w grupie 

nonresponders jest silnie ograniczona, prawdopodobnie ze względu na konieczność 

zachowania określonych właściwości rejonu HVR1. W związku z tym faktem populacje 

pseudotypów wirusowych pochodzących od pacjentów NR są bardzo jednorodne, a zatem 

stworzone na ich podstawie drzewa filogenetyczne jedynie w niewielkim stopniu 

rozgałęzione (Rysunek 17). Wybór sekwencji charakterystycznej dla każdego z pacjentów nie 

stwarzał zatem trudności i zdecydowano się na następujące klony: 10C9 (NR1), 23A (NR2), 

28G (NR3), 5H (NR4), 19J (NR5), 4F (NR6). Jedynie w przypadku pacjenta NR3 populacja 

quasiespecies odbiegała nieco od pozostałych i wykazywała większą różnorodność. Tutaj 

podobnie, jak przy analizie próbek z grupy SR, zdecydowano się na wybór tej sekwencji, 

która była identyczna z jak największą liczbą sekwencji dostępnych w bazie danych. Warto 

także zwrócić uwagę, że wśród analizowanych sekwencji otrzymanych dla pacjenta NR3 

znalazła się jedna posiadająca delecję (klon 28D) i została ona od razu odrzucona. 



69 

 

 

 

 



70 

 

 

Rys. 17 Analiza filogenetyczna – drzewa filogenetyczne skonstruowane na podstawie rejonu 

HVR1 glikoproteiny E2 dla populacji HCV występującej u pacjentów, którzy nie 

odpowiedzieli na terapię skojarzoną interferonem i rybawiryną. Czerwonymi kropkami 

zaznaczono sekwencje pseudo-typów wirusowych uzyskane poprzez amplifikację materiału 

wyjściowego 

 

Utworzenie niekowalencyjnego heterodimeru przez glikoproteiny E1 i E2 jest 

jedynym sposobem na to, by białka osłonkowe wirusa HCV zachowały funkcjonalność.  

Z tego względu zdecydowano się na odtworzenie heterodimeru dla wszystkich badanych 

próbek pochodzących od pacjentów. Jednakże biorąc pod uwagę fakt, że pozyskane od 

pacjentów fragmenty DNA zaliczane były do próbek archiwalnych w momencie ich 

przekazania w nasze ręce i tym samym niemożliwym było uzyskanie oryginalnych sekwencji 

pełnej glikoproteiny E1, zdecydowano się na wykorzystanie referencyjnego szczepu 

laboratoryjnego H77c. Sekwencja glikoproteiny E1 charakteryzuje się stosunkowo niewielką 

zmiennością genetyczną, a sam szczep H77c należy do tego samego genotypu i subtypu co 

badane próbki (1a), dlatego też konstrukcja chimerycznego heterodimeru glikoprotein 

złożonego z części pochodzącej ze szczepu referencyjnego (część E1) oraz z części 

pozyskanej od pacjenta (fragment E1 oraz cała sekwencja E2) była uzasadniona. Proces 

rekonstrukcji heterodimeru dla każdej z próbek odbywał się trzyetapowo. Pierwszym krokiem 
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była amplifikacja sekwencji kodującej glikoproteinę E1 z wykorzystaniem referencyjnego 

szczepu laboratoryjnego H77c jako matrycy oraz amplifikacja sekwencji kodującej 

glikoproteinę E2 wraz z niewielkim fragmentem białka E1 na podstawie wklonowanego do 

wektora pJet1.2 fragmentu DNA pochodzącego od pacjenta. Produkty reakcji PCR zostały 

rozdzielone w 1% żelu agarozowym, a prążki odpowiedniej wielkości (ok 400 par zasad dla 

E1 i 1100 par zasad dla E1/E2) wycięte i oczyszczone przy pomocy komercyjnego zestawu 

odczynników Gel-Out Concentrator. Drugim krokiem było połączenie ze sobą otrzymanych 

fragmentów DNA za pomocą techniki „assembly” PCR. Proces ten podzielony był na dwa 

etapy. W pierwszym z nich produkty wcześniejszych reakcji PCR, posiadające wspólną część 

sekwencji (N-końcowy fragment sekwencji kodującej glikoproteinę E1), uległy hybrydyzacji, 

a następnie zostały wydłużone przez polimerazę bez wykorzystania starterów. Efektem tego 

działania było stworzenie chimerycznej sekwencji, która następnie została wykorzystana jako 

matryca. W drugim etapie do mieszaniny reakcyjnej dodano specyficzne startery i ponownie 

przeprowadzono reakcję PCR w odpowiednio dobranych warunkach. Całość produktu reakcji 

„assembly” PCR została rozdzielona w 1% żelu agarozowym, prążki o wielkości ok. 1500 par 

zasad zostały wycięte z żelu, a DNA oczyszczone przy pomocy komercyjnego zestawu 

odczynników Gel-Out Concentrator. We wszystkich opisanych powyżej reakcjach PCR 

wykorzystana została polimeraza DNA KOD, a także specyficzne startery zamieszczone  

w Tabeli 3. Ostatnim krokiem niezbędnym do uzyskania chimerycznego heterodimeru było 

wklonowanie ostatecznego produktu do plazmidu ekspresyjnego H77c (w pcDNA3.1). 

Zarówno produkty reakcji PCR, jak i wektor H77c poddano trawieniu enzymami 

restrykcyjnymi NotI oraz Bsp86I (NruI), a następnie poddano ligacji przy użyciu ligazy T4. 

Poprawność otrzymanych konstruktów została zweryfikowana przy pomocy trawienia 

analitycznego z wykorzystaniem tej samej pary enzymów restrykcyjnych, która została 

wspomniana powyżej oraz poprzez sekwencjonowanie. Schemat całego procesu 

przedstawiono na Rysunku 18, zaś listę starterów użytych w reakcji „assembly” PCR 

zestawiono w Tabeli 5. 
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Rys. 18 Schemat uzyskania chimerycznego heterodimeru glikoprotein E1E2 przy pomocy 

reakcji łączącego PCR (ang. „Assembly” PCR). 
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Numer 

pacjenta 

Numer 

próbki 
E1 Starter Forward  

5’ -> 3’ 

E1 Starter Reverse  

5’ -> 3’ 

E2 Starter Forward 

5’ -> 3’ 

E2 Starter Reverse  

5’ -> 3’ 

 

       

P2-04 NR6 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT

GAG 
 

P2-05 NR4 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

AAAAGCGGCCGCCTTTTACGCCTCCGCTTGGGATAT

GAG 
 

P2-10  NR1 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

AAAAGCGGCCGCCTTTTACGCCTCCGCTTGGGATAT

GAG 
 

P2-17 SR1 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT

GAG 
 

P2-18 SR2 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

AAAAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTCGAGATAT

GAG 
 

P2-19 NR5 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

AAAAGCGGCCGCCTTTTACGCCTCCGCTTGGGATAT

GAG 
 

P2-20 SR3 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

AAAAGCGGCCGCCTTTTACGCCTCCGCTTGGGATAT

GAG 
 

P2-23  NR2 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT

GAG 
 

P2-24 TR GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT

GAG 
 

P2-28 NR3 GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG

C 

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG

GAG 

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC

TGC 

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT

GAG 
 

 

Tab. 5 Lista starterów użytych w reakcji „assembly” PCR służącej uzyskaniu chimerycznego heterodimeru glikoprotein E1E2 dla każdej  

z próbek pochodzących od pacjentów.
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8.1.2. Produkcja chimerycznych heterodimerów glikoprotein E1E2 wirusa HCV 

w komórkach ssaczych. 

 

Ostatnim krokiem mającym na celu weryfikację zrekonstruowanych sekwencji 

kodujących heterodimery glikoprotein była ich ekspresja w komórkach ssaczych linii 

HEK293 oraz immunocytochemiczne barwienie uzyskanych białek in situ. Komórki HEK293 

zostały transfekowane przygotowanymi konstruktami z wykorzystaniem komercyjnego 

odczynnika do transfekcji Polyplus jetPRIME. Wszystkie użyte plazmidy ekspresyjne niosące 

sekwencje heterodimerów umożliwiły syntezę obu białek (widoczną w postaci czerwono-

zabarwionych komórek), a zatem poprawność ich wykonania została potwierdzona (Rysunek 

19).  
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Rys. 19 Detekcja glikoprotein E1 oraz E2 w transfekowanych komórkach HEK293. Komórki 

48 godzin po transfekcji utrwalono na płytce przy użyciu 4% roztworu paraformaldehydu,  

a następnie glikoproteiny wykrywano z wykorzystaniem specyficznych przeciwciał 

monoklonalnych anty-E1 (1:500) i anty-E2 (1:300). Kolor czerwony oznacza detekcję 

odpowiedniego białka. WT – typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; 

MOCK – komórki HEK293 transfekowane mieszaniną odczynników niezawierającą DNA, 

kontrola negatywna. 
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8.2. Analiza strukturalna glikoprotein E1E2 wirusa HCV, zawierających warianty 

genetyczne glikoproteiny E2 pochodzące od pacjentów 

8.2.1. Analiza masy cząsteczkowej uzyskanych glikoprotein wirusa HCV 

 

W celu weryfikacji podstawowych właściwości biochemicznych glikoprotein 

tworzących chimeryczne heterodimery przeprowadzono elektroforezę poliakryloamidową  

w warunkach redukujących oraz analizę typu Western Blotting. W żelu poliakryloamidowym 

o właściwej procentowości (odpowiednio 12% i 10% dla białek E1 oraz E2) rozdzielono 

lizaty komórek transfekowanych konstruktami kodującymi badane heterodimery glikoprotein 

wirusa HCV. Za każdym razem stosowano 5% poliakryloamidowy żel zagęszczający.  

Po zakończonym rozdziale białka zostały przeniesione na błonę PVDF (transfer mokry 

białek), a następnie przeprowadzono Western Blotting z wykorzystaniem specyficznych 

przeciwciał pierwszorzędowych. We wszystkich konstruktach obie glikoproteiny wirusowe 

zostały prawidłowo rozpoznane przez użyte przeciwciała. W przypadku glikoproteiny E1 

analiza Western Blotting nie tylko potwierdziła prawidłową masę cząsteczkową (30-35 kDa), 

ale także uwidoczniła obecność trzech glikoform badanego białka (Rysunek 20). 

Występowanie białka E1 o różnym stopniu N-glikozylacji jest zgodne z dostępnymi danymi 

literaturowymi (Dubuisson i wsp., 2000, Haddad i wsp., 2017). W przeciwieństwie do 

wyników otrzymanych dla glikoproteiny E1, dane uzyskane po analizie białka E2 nie były 

identyczne dla każdego z badanych konstruktów. Warianty glikoproteiny E2 pochodzące od 

pacjentów, którzy nie odpowiedzieli na terapię anty-HCV migrowały szybciej w żelu 

poliakryloamidowym, co wskazywało na niższą masą cząsteczkową niż oczekiwane 62 kDa 

(Rysunek 20). Możliwym wyjaśnieniem tego stanu rzeczy mogły być zmiany we wzorze  

N-glikozylacji tych białek.  
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Rys. 20 Analiza masy cząsteczkowej uzyskanych glikoprotein wirusa zapalenia wątroby typu 

C – elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach redukujących oraz detekcja glikoprotein 

E1 oraz E2 w lizatach komórkowych. Lizaty komórkowe wykonane 48 godzin po transfekcji 

rozdzielono w 10% (E2) lub 12% (E1) żelu poliakryloamidowym, a następnie glikoproteiny 

wykrywano z wykorzystaniem specyficznych przeciwciał monoklonalnych anty-E1 (1:2000) 

oraz anty-E2 (1:500). WT – typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; 

MOCK – lizat komórek HEK293 transfekowanych mieszaniną odczynników niezawierającą 

DNA, kontrola negatywna 

 

8.2.2. Analiza formowania heterodimeru glikoprotein E1E2 

 

Jak zostało już wcześniej wspomniane, glikoproteiny osłonkowe wirusa zapalenia 

wątroby typu C zachowują swoje funkcje tylko wtedy, gdy tworzą tzw. niekowalencyjny 

heterodimer. W celu sprawdzenia, czy w analizowanych konstruktach proces 

heterodimeryzacji nie został zaburzony wykonano immunoprecypitację. Komercyjne 

poliklonalne przeciwciała skierowane przeciwko glikoproteinie E2 zostało użyte do 

wyodrębnienia kompleksów glikoprotein E1E2 z lizatów transfekowanych komórek HEK293. 

Kompleksy te zostały następnie poddane elektroforezie SDS-PAGE w warunkach 

redukujących oraz analizie typu Western Blotting. Uzyskane wyniki były zgodne  

z oczekiwaniami – „wychwycone” kompleksy białek pod wpływem działania  

ß-merkaptoetanolu zostały rozdzielone na 2 niezależne glikoproteiny, które dało się wykryć 

przy pomocy specyficznych przeciwciał monoklonalnych anty-E1 oraz anty-E2 (Rysunek 21). 



78 

 

Kontrola negatywna nie dała żadnego sygnału, co potwierdza, że eksperyment został 

przeprowadzony prawidłowo. Podsumowując, połączenie w formę chimerycznych 

kompleksów glikoprotein E1 (z laboratoryjnego szczepu referencyjnego H77c) oraz E2 

(pochodzące od pacjentów) nie zaburzyło procesu heterodimeryzacji tych białek. 

 

 

 

Rys. 21 Badanie zdolności glikoprotein E1E2 do tworzenia heterodimerów za pomocą 

immunoprecypitacji – elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach redukujących oraz 

detekcja glikoprotein E1 oraz E2 w lizatach komórkowych. Lizaty komórkowe wykonane 48 

godzin po transfekcji rozdzielono w 10% (E2) lub 12% (E1) żelu poliakryloamidowym,  

a następnie glikoproteiny wykrywano z wykorzystaniem specyficznych przeciwciał 

monoklonalnych anty-E1 (1:2000) oraz anty-E2 (1:500). WT – typ dziki szczepu 

referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK – lizat komórek HEK293 

transfekowanych mieszaniną odczynników niezawierającą DNA, kontrola negatywna. 

 

8.2.3. Analiza stanu N-glikozylacji wariantów glikoproteiny E2  
 

Wyniki zaprezentowane w podrozdziale 8.2.1 wskazują, że warianty glikoproteiny E2 

pochodzące od pacjentów z grupy „non responders" charakteryzowały się niższą masą 

cząsteczkową w porównaniu do próbek z pozostałych grup pacjentów („sustained responders" 

oraz „transient responder"). Wyjaśnienia tej sytuacji można doszukiwać się w zmienionym 

wzorze N-glikozylacji tych białek. Aby zweryfikować tę możliwość wykorzystano 

oprogramowanie Geneious do wykonania translacji in silico posiadanych sekwencji 

wszystkich wariantów glikoproteiny E2 pochodzących od pacjentów, a następnie za pomocą 

programu Net-N-Glyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) sprawdzono ich stan 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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glikozylacji. Serwer Net-N-Glyc umożliwia przewidywanie występowania reszt cukrowych  

w miejscach N-glikozylacji wykorzystując sztuczne sieci neuronowe (ang. Neural networks) 

do rozpoznawania w analizowanej sekwencji charakterystycznego dla procesu N-glikozylacji 

wzoru aminokwasowego Asn-X-Ser/Thr (gdzie X może być dowolnym aminokwasem  

z wyjątkiem proliny). Dzięki Net-N-Glyc można także łatwo odnaleźć mutacje w tej 

konsensusowej sekwencji blokujące przyłączanie się glikanów. Otrzymane wyniki 

potwierdziły występowanie zmian we wzorze N-glikozylacji w sekwencjach wyłącznie tych 

wariantów glikoproteiny E2, które pochodziły od pacjentów nieodpowiadających na terapię. 

Na załączonym poniżej Rysunku 22 przestawiono przykładowe wyniki analizy sekwencji 

wariantów glikoproteiny E2 pochodzących ze wszystkich trzech grup pacjentów (po jednym 

wyniku dla każdej z grup). W każdym przypadku kolorem czerwonym zaznaczono 

aminokwas asparaginę (N), zaś kolorem niebieskim pozostałe dwa aminokwasy tworzące 

wzór N-glikozylacji.  
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Rys. 22 Analiza stanu N-glikozylacji wariantów glikoproteiny E2 pochodzących od 

pacjentów przy użyciu serwera Net-N-Glyc 1.0 – wyniki uzyskane dla wybranych, 

przykładowych sekwencji pochodzących ze wszystkich trzech badanych grup pacjentów. 

Kolor czerwony – asparagina (N), kolor niebieski – pozostałe aminokwasy tworzące wzór N-

glikozylacji. 
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Każda z sekwencji E2 pochodząca z grupy NR charakteryzowała się mutacjami 

powodującymi stratę przynajmniej jednego miejsca N-glikozylacji. Należy także zwrócić 

uwagę na fakt, że niektóre z miejsc N-glikozylacji ulegały delecji u więcej niż jednego 

pacjenta. Podsumowanie otrzymanych wyników znajduje się na Rysunku 23 oraz w Tabeli 6. 

 

Rys. 23 Schemat glikoproteiny E2 zapalenia wątroby typu C (HCV) z zaznaczonymi 

miejscami N-glikozylacji. Czerwone krzyżyki wskazują zmiany w sekwencji białka 

prowadzące do utraty danego miejsca N-glikozylacji u pacjentów z grupy nieodpowiadającej 

na terapię anty-HCV (NR). N1-N11 - kolejne miejsca N-glikozylacji, HVR1,2,3 - rejony 

hipermienne, TMB - domena przezbłonowa 

 

Numer 

próbki 

Brakujące miejsce  

N-glikozylacji  

(numer aminokwasu) 

Sekwencja konsensusowa 

miesca N-glikozylacji  

typu dzikiego 

Sekwencja mutacji w 

miescu N-glikozylacji 

NR1 N1 (AA417) Asn-Gly-Ser Asn-Gly-Asn 

NR2 
N5 (AA476) Asn-Gly-Ser Asn-Gly-Arg 

N8 (AA556) Asn-Ser-Thr SST 

NR3 
N1 (AA417) Asn-Gly-Ser NGN 

N5 (AA476) Asn-Gly-Ser DGS 

NR4 
N1 (AA417) Asn-Gly-Ser NGR 

N3 (AA430) Asn-Asp-Ser DDS 

NR5 N9 (AA576) Asn-Asn-Thr NNA 

NR6 N3 (AA430) Asn-Asp-Ser DDS 

 

Tab. 6 Lista zmian sekwencji w obrębie wzoru charakterystycznego dla występowania miejsc 

N-glikozylacji Asn-X-Ser/Thr – mutacje skutkujące utratą glikanów. NR – brak odpowiedzi 

na terapię, SR – trwała odpowiedź na terapię, TR – przejściowa odpowiedź na terapię, AA - 

aminokwas, N1-N9 miejsca N-glikozylacji 1-9. 
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8.3. Analiza funkcjonalna zrekonstruowanych heterodimerów glikoprotein, 

niosących zmienione genetycznie warianty glikoproteiny E2  

8.3.1. Badanie stopnia wiązania się różnych wariantów glikoproteiny E2 do 

lektyn pochodzących z Galanthus nivalis 

 

Aby potwierdzić zmiany w poziomie glikozylacji poszczególnych wariantów 

glikoproteiny E2, postanowiono określić siłę wiązania tych białek do lektyn w teście GNA-

capture ELISA. Aglutynina GNA (Galanthus nivalis), otrzymywana z przebiśniegu, jest 

członkiem rodziny białek wiążących glikany, które specyficznie rozpoznają i wiążą różne 

glikoproteiny wirusowe (Kaku i Goldstein, 1989). Na płytki 96-dołkowe opłaszczone 

uprzednio roztworem lektyny GNA, nałożono lizaty komórkek transfekowanych plazmidami 

kodującymi zarówno dziki, jak i chimeryczne heterodimery glikoprotein E1E2. Detekcja 

powstałych kompleksów możliwa była przy zastosowaniu specyficznych monoklonalnych 

przeciwciał anty-E2 (ALP98) oraz wywołaniu reakcji barwnej. Doświadczenie wykonywano 

trzykrotnie, za każdym razem wykorzystując seryjne rozcieńczenia wykorzystywanych 

lizatów komórkowych (dane nie zostały pokazane w niniejszej pracy). Otrzymane wyniki, 

będące uśrednieniem trzech niezależnych eksperymentów, jasno pokazują, że te warianty 

glikoproteiny E2, które pochodziły od pacjentów charakteryzujących się brakiem odpowiedzi 

na terapię anty-HCV i u których w analizach Net-N-Glyc wykazano zmiany we wzorze  

N-glikozylacji, zdecydowanie gorzej wiązane są przez lektynę GNA. Zależność tę najłatwiej 

można zauważyć w przypadku próbek NR1, NR3 oraz NR4 – sygnał pochodzący od tych 

wariantów glikoproteiny E2 osiągnął mniej niż 50% wartości reprezentowanej przez 

glikoproteinę E2 typu dzikiego. Podsumowując, powyższe obserwacje potwierdzają, że we 

wszystkich próbkach wywodzących się od pacjentów z grupy NR proces N-glikozylacji był 

niekompletny (Rysunek 24). 
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Rys. 24 Analiza stopnia wiązania wariantów glikoproteiny E2 do lektyn GNA. Lizaty 

komórkowe wykonane 48 godzin po transfekcji, dodano do dołków płytki 96-dołkowej 

uprzednio opłaszczonych roztworem lektyn GNA. Związane glikoproteiny wykrywano  

z wykorzystaniem specyficznych przeciwciał monoklonalnych anty-E2 ALP98 (1:500). 

Wynik, będący średnią trzech niezależnych eksperymentów, przedstawiono jako procent 

przyłączenia glikoprotein do lektyn w odniesieniu do szczepu kontrolnego H77C = 100%  

(* P < 0,01). WT – typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK – 

lizat komórek HEK293 transfekowanych mieszaniną odczynników niezawierającą DNA, 

kontrola negatywna 

 

8.3.2. Badanie stopnia powinowactwa wariantów genetycznych glikoproteinę E2 

do receptora komórkowego CD81 

 

Receptor CD81 to białko należące do rodziny tetraspanin – posiada ono łącznie cztery 

domeny transbłonowe: dwa krótkie końce cytoplazmatyczne, jedną krótką pętlę 

cytoplazmatyczą oraz dwie domeny zewnątrzkomórkowe, zwane małą pętlą 

zewnątrzkomórkową (ang. Small Extracellular Loop, SEL) i dużą pętlą zewnątrzkomórkową 

(ang. Large Extracellular Loop, LEL) (Banse i wsp., 2018). Aby móc dokonać oceny stopnia 

wiązania się wariantów genetycznych glikoproteiny E2 do receptora komórkowego CD81, 

konieczne było uprzednie przygotowanie preparatu zawierającego dużą zewnątrzkomórkową 

pętlę wspomnianego receptora. CD81-LEL została nadprodukowana w postaci białka 

rekombinowanego, połączonego z transferazą S-glutationową (CD81-LEL-GST),  

w komórkach bakteryjnych E. coli szczepu BL21. Przyłączenie fragmentu receptora do białka 

fuzyjnego GST znacząco upraszcza procedury oczyszczania za pomocą chromatografii 

powinowactwa. Na potrzeby analiz opisywanych w niniejszej pracy, oczyszczanie dużej pętli 
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zewnątrzkomórkowej białka CD81 przeprowadzono na złożu sefarozowym  

z immobilizowanym glutationem. Poszczególne frakcje zebrane w czasie całej procedury 

poddano elektroforezie w żelu poliakryloamidowym w warunkach redukujących,  

a następnie żel zabarwiono z wykorzystaniem roztworu barwnika Coomassie Brilliant Blue R-

250 (Rysunek 25). Na podstawie uzyskanego wyniku zdecydowano o połączeniu frakcji 6-9 

jako posiadających zbliżone ilości białka fuzyjnego. Całość materiału poddano dializie  

w buforze Tris-HCl o zmiennym pH. Gotowy preparat poddano rozdziałowi w żelu 

poliakryloamidowym, a następnie detekcji metodą Western Blotting z wykorzystaniem 

specyficznych przeciwciał anty-CD81 w celu potwierdzenia obecności oczekiwanego 

fragmentu receptora CD81 w badanej próbie (wyniki niezaprezentowane w niniejszej pracy). 

Stężenie oczyszczonego białka fuzyjnego CD81-LEL-GST oceniono na 0,5 mg/ml. 

 

 

 

Rys. 25 Analiza preparatów białkowych otrzymanych po oczyszczaniu na złożu sefarozowym  

z immobilizowanym glutationem – elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach 

redukujących (10% żel rozdzielający) próbek pochodzących z kolejnych etapów oczyszczania 

białka fuzyjnego GST-CD81-LEL. Barwienie żelu przy pomocy roztworu Coomassie 

Brilliant Blue R-250, wszystkie próbki w końcowej objętości 30 µl. 

1 – lizat komórkowy (10 µl) 

2,3 – frakcje białek niezwiązanych (10 µl) 

4 – frakcja po płukaniu białek niespecyficznie związanych (10 µl) 

5 – 9 – próbki z kolejnych frakcji elucyjnych (po 25µl)  

11 – BSA (100 µg/ml) 

12 – BSA (500 µg/ml) 

13 – BSA (1000 µg/ml 

GST - transferazą S-glutationowa, BSA – surowicza albumina wołowa,  
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Badania stopnia wiązania wariantów genetycznych glikoproteiny E2 do receptora 

komórkowego CD81 dokonano przy pomocy testu ELISA. GST-CD81-LEL związany  

z powierzchnią studzienek płytki 96-dołkowej został wykorzystany do wiązania białek E1E2 

pochodzących z lizatów komórkowych. Jako kontrolę negatywną zastosowano lizaty komórek 

transfekowanych mieszaniną odczynników niezawierającą DNA. Uzyskane wyniki wskazują, 

że chimeryczne heterodimery E1E2 były zdolne do wiązania rekombinowanego CD81-LEL  

z różną wydajnością. W pięciu z sześciu próbek pochodzących z grupy NR można 

zaobserwować znacznie niższą siłę wiązania niż w przypadku typu dzikiego (kontroli 

pozytywnej) oraz próbek należących do grup z SR i TR (Rysunek 26). Powyższe dane mogą 

sugerować, że zmiany we wzorze N-glikozylacji E2, występujące wyłącznie u pacjentów  

z grupy NR, mogą mieć wpływ na funkcjonowanie glikoproteiny E2, zwłaszcza na jej 

wiązanie z receptorem CD81. Jedną z hipotez, która mogłaby stanowić wyjaśnienie tego 

zjawiska, jest występowanie zmian w konformacji białka E2 spowodowanych utratą miejsc 

N-glikozylacji. Inne ułożenie przestrzenne glikoprotein, a nie zniszczenie sekwencji motywu 

będącego miejscem wiązania glikoproteiny E2 z receptorem CD81, może przyczyniać się do 

osłabienia siły wiązania się ze sobą tych dwóch białek. 

 

 

Rys. 26 Analiza siły wiązania chimerycznych heterodimerów E1E2 z receptorem CD81. Do 

wychwytywania heterodimerów glikoproteiny WT i chimerycznych E1E2 z lizatów 

przejściowo transfekowanych komórek HEK 293T zastosowano białko fuzyjne sprzężone  

z transferazą S-glutationową CD81-LEL-GST. Kompleksy CD81-E2 wykrywano za pomocą 

przeciwciał monoklonalnych ALP98 (1:500). Wynik, będący średnią trzech niezależnych 

eksperymentów, przedstawiono jako procent przyłączenia glikoprotein do receptora w 

odniesieniu do szczepu kontrolnego H77C = 100% (* P < 0,01). WT – typ dziki szczepu 

referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK – lizat komórek HEK293 

transfekowanych mieszaniną odczynników niezawierającą DNA, kontrola negatywna 
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8.3.3. Analiza poprawności fałdowania białek – Western Blotting i ELISA  

z wykorzystaniem panelu przeciwciał konformacyjnych 

 

Choć dostępne dane literaturowe pokazują, że mutacje w E2 wpływające na stan 

glikozylacji białka mogą prowadzić do zmniejszenia skuteczności neutralizujących 

przeciwciał HCV (Pantua i wsp., 2013) mechanizm ten nie został w pełni poznany. 

Przeciwciało monoklonalne AP33, uzyskane przez zespół prof. Arvinda Patela na 

Uniwersytecie w Glasgow, jest szeroko stosowane w wielu pracowniach badawczych ze 

względu na bardzo silne właściwości neutralizujące (Desombere i wsp., 2016). Jego unikalną 

cechą jest zdolność do szerokiego działania neutralizującego, poprzez krzyżowe 

rozpoznawanie glikoprotein pochodzących z różnych izolatów HCV. Częściowo 

konformacyjnym epitopem dla tego przeciwciała jest rejon 412-423 w sekwencji 

glikoproteiny E2, w obrębie którego znajdują się aż dwa miejsca N-glikozylacji (E2N1, 

E2N2). Rejon ten jest jednym z głównych celów branych pod uwagę przy projektowaniu 

szczepionek (Owsianka i wsp., 2005). Analiza western blotting z wykorzystaniem przeciwciał 

AP33 wykazała, że wszystkie warianty glikoproteiny E2 posiadające mutacje w pierwszym 

miejscu N-glikozylacji (miejsce N1) były zdecydowanie słabiej rozpoznawane przez to 

przeciwciało niż pozostałe próbki. Co więcej, wariant glikoproteiny E2 pozbawiona miejsc 

glikozylacji N1 i N3 (próbka NR4) nie została w ogóle wykryta przez to przeciwciało 

(Rysunek 27A). W celu zbadania potencjalnego wpływu zmian we wzorze glikozylacji E2 na 

lokalną konformację białka, a tym samym na rozpoznawanie przez wrażliwe na konformację 

przeciwciała neutralizujące, przeprowadzono test ELISA. Warianty E2 pochodzące od 

dziesięciu pacjentów poddano analizie za pomocą panelu czterech ludzkich przeciwciał 

rozpoznających konformacyjne epitopy (HC-1, HC-11, CBH-4B, HC84.1). Epitopy te 

zlokalizowane są w 4 z 5 domen antygenowych w obrębie sekwencji E2. Wszystkie 

przeciwciała posiadają zdolność do krzyżowego rozpoznawania białka E2 oraz szerokiej 

neutralizacji wirusów różnych genotypów (genotypy 1-6). Uzyskane wyniki wykazały, że 

próbki E2 pochodzące wyłącznie od pacjentów nieodpowiadających na terapię i posiadające 

mutacje we wzorze N-glikozylacji były zdecydowanie gorzej rozpoznawane przez wszystkie 

wykorzystane przeciwciała (Rysunek 27B), co wskazuje na możliwą zmianę lokalnej 

konformacji glikoproteiny E2. Daje to podstawę do stwierdzenia, że wiriony HCV niosące 

warianty glikoproteiny E2 ze zmienionym wzorem glikozylacji obecne u pacjentów jeszcze 

przed rozpoczęciem terapii, mogą przetrwać leczenie jako tzw. mutanty ucieczkowe wirusa. 
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Rys. 27 Analiza poprawności fałdowania wariantów glikoproteiny E2 – doświadczenia z 

wykorzystaniem panelu przeciwciał konformacyjnych oraz neutralizujących 

A. Porównanie rozpoznawania wariantów glikoproteiny E2 pochodzących od pacjentów przez 

przeciwciała neutralizujące i nieneutralizujące – analiza typu Western Blotting. Glikoproteiny 

E2 pochodzące z lizatów komórek HEK293 wykrywano za pomocą nieneutralizujących oraz 

niekomformacyjnych przeciwciał (1:1000, górny panel) lub neutralizujących i nieznacznie 

konformacyjnych przeciwciał AP33 (1:2000, panel środkowy). Detekcję β-aktyny 

przeprowadzono jako kontrolę ilości materiału w próbkach nanoszonych na żel. WT – typ 

dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK – lizat komórek HEK293 

transfekowanych mieszaniną odczynników niezawierającą DNA, kontrola negatywna. 
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B. Analiza obecności prawidłowych epitopów konformacyjnych w chimerycznych 

herterodimerach glikoprotein E1E2 – test typu ELISA. Lizaty komórkowe wykonane 48 

godzin po transfekcji, dodano do dołków płytki 96-dołkowej uprzednio opłaszczonych 

roztworem lektyn GNA. Związane glikoproteiny wykrywano z wykorzystaniem panelu 

neutralizujących i wrażliwych na konformację przeciwciał anty-E2. Jako kontrolę negatywną 

zastosowano przeciwciało monoklonalne ALP98 rozpoznające liniowy epitop. Wynik, będący 

średnią trzech niezależnych eksperymentów, przedstawiono jako procent rozpoznawania 

glikoprotein przez przeciwciała w odniesieniu do szczepu kontrolnego H77C = 100% (* P < 

0,01). WT – typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK – lizat 

komórek HEK293 transfekowanych mieszaniną odczynników niezawierającą DNA, kontrola 

negatywna 

 

8.3.4. Ocena regulacji ekspresji cząsteczek MHC klasy I przez warianty 

genetyczne glikoproteiny E2 metodą cytometrii przepływowej 

  

Cząsteczki głównego układu zgodności tkankowej (MHC) odgrywają kluczową rolę  

w komunikacji między komórkami układu odpornościowego, a ich celami, takimi jak np. 

komórki zakażone wirusem lub komórki nowotworowe (Muntjewerff i wsp., 2020). Wirus 

zapalenia wątroby typu C na wiele sposobów unika działania układu immunologicznego 

gospodarza, aby wywołać przewlekłą infekcję. Wiadomo, że ekspresja białka rdzenia HCV 

zakłóca dojrzewanie cząsteczek MHC klasy I katalizowane przez peptydazę peptydu 

sygnałowego (ang. Signal peptide Peptidase, SPP), a także indukuje ich degradację, 

upośledzając w ten sposób prezentację antygenu. Chociaż zarówno u transgenicznych myszy 

zakażonych HCV, jak i u pacjentów z przewlekłym WZWC ekspresja MHC klasy I jest 

osłabiona, wraca ona do pierwotnego poziomu po osiągnięciu trwałej odpowiedzi 

wirusologicznej (Hirano i wsp., 2021). Dodatkowo udowodniono, że polimorfizm 

aminokwasów w białku C jest silnym predyktorem słabej odpowiedzi na terapię opartą na 

interferonie i czynnikiem ryzyka wystąpienia hepatokarcynogenezy. Mutacje obejmujące 

siedemdziesiąty aminokwas białka C skutkowały wewnątrzkomórkową akumulacją białek 

wirusowych i obniżeniem ekspresji cząsteczki MHC klasy I (Tasaka-Fujita i wsp., 2015). 

Wykazano także, że HCV aktywuje białkową kinazę R (ang. Protein Kinase R, PKR), która 

hamuje ekspresję interferonu (IFN) i genów stymulowanych przez IFN poprzez 

kontrolowanie translacji mRNA. Białkiem wirusowym odpowiedzialnym za silną indukcję 

fosforylacji PKR i jednocześnie osłabiającym ekspresję MHC klasy I jest NS5B (Suzuki  

i wsp., 2019). Biorąc pod uwagę powyższe dane, przeprowadziłam analizę regulacji poziomu 

ekspresji cząsteczek MHC klasy I na powierzchni komórek przez obecność wariantów 

genetycznych glikoproteiny E2. Doświadczenia wykorzystujące cytometrię przepływową 
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pozwoliły na ocenę tej zależności. Uzyskane przeze mnie dane pokazują, że zdecydowana 

większość wariantów glikoproteiny E2, niezależnie od przynależności do grupy odpowiedzi 

na terapię, powoduje obniżenie poziomu ekspresji cząsteczek MHC klasy I na powierzchni 

transfekowanych komórek. Jedynie próbka będąca kontrolą pozytywną (komórki 

eksprymujące glikoproteiny E2 pochodzące ze szczepu referencyjnego H77c) oraz jedna  

z próbek, pochodząca od pacjenta odpowiadającego na leczenie (SR1) wykazały zwiększenie 

poziomu ekspresji cząsteczek MHC klasy I o odpowiednio 10% i 11% w stosunku do 

komórek kontrolnych (MOCK) (Rysunek 28). Poziom ekspresji wariantów glikoproteiny E2  

w każdej z analizowanych próbek był porównywalny, a zatem nie miał wpływu na wynik 

doświadczenia (dane niezaprezentowane w niniejszej pracy). Podsumowując, na podstawie 

otrzymanych wyników nie udało się wykazac istnienie jakiegokolwiek mechanizmu 

regulującego poziom ekspresji cząsteczek MHC klasy I na powierzchni komórek przez 

warianty genetyczne glikoproteiny E2. 

 

 

 

Rys. 28 Analiza stopnia ekspresji cząsteczek MHC klasy I na powierzchni komórek Huh7.5 – 

cytometria przepływowa. Detekcję cząsteczek MHC klasy I na powierchni komórek Huh7.5 

przeprowadzono za pomocą przeciwciał monoklonalnych W6/32 (1:100). Wynik, będący 

średnią trzech niezależnych eksperymentów, przedstawiono jako procent ekspresji cząsteczek 

MHC klasy I w odniesieniu do komórek Huh7 transfekowanych mieszaniną reakcyjną 

niezawierającą DNA (MOCK = 100%). WT – typ dziki szczepu referencyjnego H77c, 

kontrola pozytywna; MOCK – lizat komórek Huh 7,5 transfekowanych mieszaniną 

odczynników niezawierającą DNA, kontrola negatywna. 
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8.3.5. Analiza wewnątrzkomórkowej lokalizacji wariantów glikoproteiny E2 

 

Barwienie immunofluorescencyjne komórek HEK293 transfekowanych DNA 

kodującym różne warianty chimerycznych heterodimerów glikoprotein E1E2 nie wykazało 

różnic w wewnątrzkomórkowej lokalizacji białek wirusowych. Zgodnie z przewidywaniami, 

wszystkie warianty glikoproteiny E2, niezależnie od przynależności do poszczególnych grup 

odpowiedzi na terapię, prezentowały lokalizację błonową (Rysunek 29). 
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Rys. 29 Analiza lokalizacji heterodimerów glikoprotein E1E2 wirusa HCV za pomocą 

immunofluorescencji w komórkach HEK293. 48 godzin po transfekcji komórki utrwalono  

i dodatkowo wybarwiono na obecność glikoproteiny E2 (zielony), F-aktyny (czerwony)  

i jąder komórkowych (niebieski). WT – typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola 

pozytywna; MOCK – lizat komórek HEK293 transfekowanych mieszaniną odczynników 

niezawierającą DNA, kontrola negatywna 
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8.3.6. Analiza sekwencji glikoproteiny E2 pochodzących od pacjentów i 

zdeponowanych w europejskiej bazie danych (euHCVdb) pod kątem 

częstotliwości występowania mutacji powodujących utratę miejsc N-

glikozylacji 

Istotnym etapem pracy było sprawdzenie częstotliwości pojawiania się wykrytych 

przeze mnie mutacji we wzorze N-glikozylacji glikoproteiny E2 w sekwencjach 

pochodzących z innych próbek. W tym celu przeanalizowałam status N-glikozylacji 100 

losowo wybranych sekwencji E2 pochodzących od pacjentów zakażonych HCV genotypu 1a 

zdeponowanych w bazie danych euHCVdb. Zidentyfikowałam 18 sekwencji wykazujących 

zmiany we wzorze N-glikozylacji. Najczęstsze mutacje występowały w pozycjach N4, N5  

i N6 (odpowiednio 5, 7 i 5 razy). Wszystkie przeanalizowane mutacje w miejscach  

N-glikozylacji wraz z ich procentowym udziałem w całej grupie badanej przedstawiono  

w Tabeli 7. Uzyskane mogą sugerować, że ten typ mutacji nie jest unikalny dla grupy badanej 

wykorzystywanej na potrzeby niniejszej pracy. Co więcej, opublikowana analiza 

przeprowadzona dla sekwencji E2 z genotypu 3a wykazała, że delecje miejsc N-glikozylacji 

były rzadkie dla N4 i N5, co sugeruje, że pojawienie się mutacji N-glikanów może być 

specyficzne dla genotypu. 
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Brakujące miejsce  

N-glikozylacji 

Liczba pacjentów z 

brakującym  

miejscem N-glikozylacji 

Procentowy udział zmienionych sekwencji  

w stosunku do analizowanej puli 

N1 3 2,3% 

N2 0 – 

N3 2 1,5% 

N4 5 3,8% 

N5 7 5,3% 

N6 5 3,8% 

N7 2 1,5% 

N8 3 2,3% 

N9 2 1,5% 

N10 0 – 

N11 0 – 

Tab. 7 Lista mutacji w sekwencji w obrębie wzoru charakterystycznego dla występowania 

miejsc N-glikozylacji Asn-X-Ser/Thr w 100 losowo wybranych sekwencjach glikoproteiny 

E2 pochodzących od pacjentów zdeponowanych w bazie danych euHCV.db.  

 

8.3.7. Badanie wpływu zmienności genetycznej oraz różnic w profilu N-

glikozylacji wariantów białka E2 na infekcyjność cząsteczek wirusowych za 

pomocą pseudocząsteczek HCV 

 

Pseudocząstki HCV (HCVpp) używane były przez wiele lat jako ważny model służacy do 

badania procesu wnikania wirusa do komórki gospodarza, czyli wczesnych etapów infekcji 

wirusowej. Badania oparte na HCVpp odegrały ważną rolę w odkryciu receptorów 

komórkowych dla wirusa HCV, w szczególności klaudyny-1 i okludyny, ale także  

w potwierdzeniu roli CD81 i SR- BI jako kluczowych elementów niezbędnych do wejścia 

wirusa do komórki gospodarza (Ramirez i Bukh, 2018). W celu zbadania wpływu mutacji we 

wzorze N-glikozylacji obecnych w testowanych przeze mnie wariantach glikoproteiny E2 na 

infekcyjność wirionów oraz zdolność wnikania cząsteczek wirusopodobnych do komórek 

gospodarza, wygenerowałam w komórkach HEK293 pseudocząsteczki HCV niosące 

analizowane warianty białka E2. Poziom infekcyjności oznaczałam poprzez pomiar poziomu 
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ekspresji białka reporterowego lucyferazy produkowanego w komórkach z plazmidu pTG126 

Luc I znajdującego się we wnętrzu każdej funkcjonalnej pseudocząsteczki. Niestety uzyskane 

wyniki były niejednoznaczne (Rysunek 30).  
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Rys. 30 Analiza poziomu infekcyjności pseudocząsteczek wirusowych niosących glikoproteiny 

E1E2 wirusa HCV za pomocą pomiar poziomu ekspresji białka reporterowego lucyferazy. 48 

godzin po transfekcji zbierano pożywkę znad transfekowanych komórek, wirowano  

i przeprowadzano infekcję komórek Huh7. Wynik, będący średnią trzech niezależnych 

eksperymentów, przedstawiono jako poziomu ekspresji białka reporterowego lucyferazy 

produkowanego w komórkach z plazmidu pTG126 Luc I (A) lub jako infekcyjności HCVpp  

w odniesieniu do szczepu kontrolnego H77C = 100% (B). WT – typ dziki szczepu referencyjnego 

H77c, kontrola pozytywna; MOCK – lizat komórek HEK293 transfekowanych mieszaniną 

odczynników niezawierającą DNA, kontrola negatywna 

 

Aby wyjaśnić ten stan rzeczy powtórzyłam eksperyment, jednakże tym razem 

pseudocząsteczki zostały zagęszczone poprzez ultrawirowanie na poduszce sacharozowej,  

a następnie poddane rozdziałowi elektroforetycznemu. Detekcję glikoprotein E1E2  

w pseudocząsteczkach przeprowadziłam metodą western blotting. Doświadczenie to miało na 

celu zbadanie, czy wszystkie warianty glikoproteiny E2 zostały równomiernie włączone do 

powstających pseudocząsteczek. Uzyskane wyniki nie ujawniły żadnych znaczących różnic  

w poziomie inkorporacji poszczególnych wariantów glikoprotein w pseudocząsteczkach HCV 

(Rysunek 31) i tym samym nie dały wyjaśnienia wcześniejszych niejednoznacznych 

rezultatów. 

 

 

Rys. 31 Analiza poziomu inkorporacji glikoprotein wirusa zapalenia wątroby typu C  

w pseudocząsteczkach wirusowych. Zagęszczone poprzez ultrawirowanie pseudocząsteczki 

wirusowe rozdzielono żelu poliakryloamidowym, a następnie glikoproteiny wykrywano  

z wykorzystaniem specyficznych przeciwciał monoklonalnych anty-E1 (1:2000) oraz anty-E2 

(1:500). WT – typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK – lizat 

komórek HEK293 transfekowanych mieszaniną odczynników niezawierającą DNA, kontrola 

negatywna. 
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9. Podsumowanie wyników  

 

• Opracowałam metodykę amplifikacji materiału genetycznego pochodzącego od 

pacjentów i na podstawie analiz filogenetycznych wybrałam warianty najbardziej 

typowe dla każdej puli pseudotypów wirusowych. 

 

• Skonstruowałam panel chimerycznych heterodimerów glikoprotein E1E2 dla każdej  

z próbek pochodzących od pacjentów, umożliwiających wykonanie analiz 

strukturalnych i funkcjonalnych. Poprawność wykonania konstruktów potwierdziłam 

poprzez ich ekspresję w komórkach ssaczych linii HEK293 oraz 

immunocytochemiczne barwienie uzyskanych białek in situ. 

 

• Wykazałam, że pomimo niezaburzonego procesu heterodimeryzacji glikoprotein 

E1E2, warianty glikoproteiny E2 pochodzące wyłącznie od pacjentów, którzy nie 

odpowiedzieli na terapię anty-HCV (non-responders, NR) cechowały się niższą masą 

cząsteczkową niż oczekiwane 62 kDa.  

 

• Dowiodłam, że różnice w masie cząsteczkowej poszczególnych wariantów 

glikoproteiny E2 wynikały z mutacji prowadzących do utraty poszczególnych miejsc 

N-glikozylacji i występujących wyłącznie u pacjentów nieodpowiadających na terapię 

anty-HCV. 

 

• Zademonstrowałam, że w przypadku wariantów białka E2 pochodzących od 

pacjentów należących do grupy NR, można zaobserwować znacznie niższą siłę 

wiązania do receptora komórkowego CD81 niż w przypadku E2 typu dzikiego 

(kontroli pozytywnej) oraz pozostałych próbek.  

 

• Potwierdziłam, że próbki E2 pochodzące wyłącznie od pacjentów nieodpowiadających 

na terapię i posiadające mutacje we wzorze N-glikozylacji były zdecydowanie gorzej 

rozpoznawane przez wrażliwe na konformację przeciwciała neutralizujące, co 

wskazuje na możliwą zmianę lokalnej konformacji wspomnianych wariantów 

glikoproteiny E2. 
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• Przeprowadziłam analizę statusu N-glikozylacji 100 losowo wybranych sekwencji E2 

pochodzących od pacjentów zakażonych HCV genotypu 1a zdeponowanych w bazie 

danych euHCVdb, w efekcie czego zidentyfikowałam 18 sekwencji wykazujących 

zmiany we wzorze N-glikozylacji. Uzyskane wyniki mogą sugerować, że ten typ 

mutacji nie jest unikalny dla grupy badanej wykorzystanej na potrzeby niniejszej 

pracy. 



98 

 

10. Dyskusja  

 

Opracowanie i wprowadzenie do stosowania bezpośrednio działających leków 

przeciwwirusowych (DAA) umożliwiło usunięcie wirusa HCV w 90% przypadków, jednakże 

wysoki koszt tych terapii w dalszym ciągu ogranicza ich dostępność w wielu krajach.  

W 2016 r. 69. Światowe Zgromadzenie Zdrowia przyjęło Globalną Strategię Sektora Zdrowia 

dotyczącą wirusowego zapalenia wątroby, zgodnie z którą zakłada się eliminację wirusowego 

zapalenia wątroby typu C jako zagrożenia dla zdrowia publicznego poprzez redukcję 

zapadalności o 90% i śmiertelności o 65% do roku 2030 (WHO, 2017). Z tego powodu 

bardzo potrzebne jest zaprojektowanie szczepionki profilaktycznej, która indukowałaby 

odpowiedź ochronną. Nadal jednak istnieją luki w zrozumieniu odpowiedzi immunologicznej 

przeciwko HCV, co w połączeniu z dużą zmiennością genetyczną wirusa, utrudnia 

opracowanie tej szczepionki. 

Wirus HCV charakteryzuje się wysokim polimorfizmem genetycznym. Podatna na błędy 

replikacja wirusowego RNA powoduje akumulację mutacji, w wyniku czego HCV nie tworzy 

jednorodnej populacji, ale istnieje jako pula spokrewnionych, ale nieznacznie różniących się 

między sobą wariantów, które nazywane są quasi-gatunkami. Wynikająca z tego zjawiska 

zmienność wirusa u osób zakażonych przekłada się na zmniejszenie wrażliwości na 

zastosowane środki terapeutyczne oraz generowanie tzw. wariantów ucieczkowych (Ando  

i wsp., 2022). Genotyp 1 jest najbardziej rozpowszechniony i stanowi 46% wszystkich 

zakażeń (Messina i wsp., 2015). Najbardziej zmiennym składnikiem cząsteczki HCV jest jej 

glikoproteina osłonkowa E2. Ektodomeny zarówno E1, jak i E2 są silnie glikozylowane – E1 

posiada do 5, a E2 do 11 miejsc N-glikozylacji. N-glikozylacja zachodzi na resztach 

asparaginy obecnych w motywach asparagina-X-seryna/treonina, przy czym X oznacza 

dowolną resztę z wyjątkiem proliny. Dziewięć miejsc glikozylacji białka E2 jest 

konserwowanych we wszystkich genotypach HCV i znajdują się one w pozycjach 417 

(E2N1), 423 (E2N2), 430 (E2N3), 448 (E2N4), 532 (E2N6), 556 (E2N8), 576 (E2N9), 623 

(E2N10) i 645 (E2N11) (Goffard i wsp., 2005). Glikozylacja jest podstawową modyfikacją 

potranslacyjną, kluczową dla różnych procesów komórkowych. Glikoproteiny występujące  

w postaci różnorodnych glikoform, cechują się niejednorodnością strukturalną 

odzwierciedlającą różne wzorce glikozylacji w poszczególnych miejscach glikozylacji  

(tzw. mikroheterogenność) oraz zmiennością zajmowania potencjalnych miejsc glikozylacji. 

(tzw. makroheterogenność) (de Haas i wsp., 2020; Fang i wsp., 2022). 
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W niniejszej pracy przeanalizowałam sekwencję i funkcjonalność glikoprotein E2  

w materiale genetycznym uzyskanym z próbek pochodzących od dziesięciu pediatrycznych 

pacjentów zakażonych genotypem 1a wirusa HCV. Próbki zostały pobrane przed 

rozpoczęciem terapii skojarzonej IFN-RBV, po której zakończeniu pacjenci zostali 

pogrupowani zgodnie z trzema profilami odpowiedzi na terapię: osoby reagujące (SR), 

niereagujące (NR) oraz jedna osoba o odpowiedzi przejściowej (TR). W celu odtworzenia 

funkcjonalnego heterodimeru glikoprotein HCV, sekwencje E2 pochodzące od pacjentów 

zostały połączone in vitro z genem E1 pochodzącym ze szczepu laboratoryjnego H77c. 

Analiza uzyskanych sekwencji ujawniła, że wszystkie sekwencje HCV E2 wyizolowane od 

pacjentów z grupy NR charakteryzowały się mutacjami prowadzącymi do utraty miejsc  

N-glikozylacji.  

Wcześniejsze doniesienia literaturowe wskazywały, że tylko prawidłowo sfałdowane 

białka E1 i E2 są w stanie utworzyć funkcjonalny niekowalencyjny heterodimer  (Dubuisson  

i wsp., 1994; Deleersnyder i wsp., 1997). W celu potwierdzenia prawidłowości procesu 

heterodimeryzacji białek pochodzących z referencyjnego szczepu gt1a (E1) i od pacjenta (E2) 

uzyskanego w ssaczych hodowlach komórkowych, przeprowadziłam test immunoprecypitacji. 

Przeciwciała poliklonalne anty-E2 zostały użyte do wychwycenia kompleksów E1E2  

z lizatów komórek HEK293. Wyniki wykazały podobne poziomy glikoprotein dla każdego 

skonstruowanego chimerycznego heterodimeru, co wskazuje, że wszystkie białka E2 

produkowane w komórkach linii HEK293 były zdolne do tworzenia heterodimeru z E1. 

Zaskakującymi były zaobserwowane różnice w masie cząsteczkowej glikoproteiny E2. 

Prawie wszystkie białka E2 pochodzące od pacjentów z grupy NR miały niższą masę 

cząsteczkową niż próbki E2 uzyskane od pacjentów z grup TR i SR, co można przypisać 

utracie poszczególnych reszt cukrowych. Jedynym wyjątkiem był heterodimer E1E2 

wyizolowany od pacjenta NR1, wykazujący podobną masę cząsteczkową do tych  

z grupy SR. Biorąc pod uwagę powyższe dane, postanowiłam sprawdzić status glikozylacji 

wszystkich badanych wariantów glikoproteiny E2. Analiza sekwencji E2 pacjentów 

wykonana za pomocą oprogramowania Net-N-Glyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services 

/NetNGlyc/) ujawniła mutacje w konsensusowych motywach asparagina-X seryna/treonina, 

prowadzące do utraty co najmniej jednego miejsca N-glikozylacji dla każdego  

z niereagujących na terapię pacjentów. Dodatkowo przeanalizowałam status N-glikozylacji 

100 losowo wybranych sekwencji białka E2 pochodzących od pacjentów zainfekowanych 

wirusem HCV genotyp 1a, zdeponowanych w bazie danych euHCVdb. Wyniki ujawniły 
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istnienie 18 sekwencji, które wykazały braki poszczególnych N-glikanów, co sugeruje, że ten 

typ mutacji nie jest unikalny dla grupy wykorzystanej w niniejszej pracy. Najczęstsze mutacje 

występowały w pozycjach N4, N5 i N6. Wart uwagi jest fakt, że opublikowane rezultaty 

analizy przeprowadzonej dla sekwencji E2 uzyskanych z gt 3a (Pantua i wsp., 2013) 

wykazały, że delecje miejsc N-glikozylacji N4 i N5 występują rzadko, co może sugerować, że 

pojawianie się mutacji w obrębie poszczególnych N-glikanów może być specyficzne dla 

genotypu. 

Sugeruje się, że zjawisko tworzenia tarczy glikanowej (ang. glycan shielding) jest 

mechanizmem umożliwiającym maskowanie szeroko neutralizujących epitopów obecnych na 

powierzchni glikoprotein wirusa HCV (Czarnota i wsp., 2023). AP33 jest jednym  

z najsilniejszych przeciwciał neutralizujących, celującym w wysoce konserwatywny epitop 

E2 412-423, który zawiera dwa miejsca N-glikozylacji (417 E2N1, 423 E2N2) (Lavie i wsp., 

2018). Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badań wykazały, że wszystkie warianty E2 

posiadające mutacje w miejscu glikozylacji N1 były mniej skutecznie rozpoznawane przez 

przeciwciało neutralizujące AP33 niż warianty niezmutowane. Co więcej, glikoproteina E2 

pozbawiona miejsc glikozylacji N1 i N3 (próbka NR4) nie została w ogóle wykryta przez to 

przeciwciało. Dostępne dane literaturowe jasno wskazują, że mutacje w białku E2 

wpływające na stan N-glikozylacji prowadziły do ucieczki wirusa przed działaniem 

przeciwciał szeroko neutralizujących. Zbieżnie z uzyskanymi przeze mnie wynikami badań, 

Dhillon i współpracownicy (Dhillon i wsp., 2010) wykazali, że izolaty HCV pochodzące  

z hodowli komórkowych (HCVcc) niosące mutacje w miejscach N415 i N417 (E2N1) były 

oporne na działanie przeciwciała AP33. Pantua i inni (Pantua i wsp., 2013) również donosili, 

że mutanty E2N1 HCVcc (N417S i N417T) nie były rozpoznawane przez panel przeciwciał 

szeroko neutralizujących: MRCT10.v362, hu5B3.v3, mu5B3 i HCV1. Fakt ten przypisano 

przesunięciu glikanu z pozycji N417 na N415. Większość opublikowanych wyników badań 

opartych na mutagenezie in situ i wykorzystaniu rekombinowanych białek, koncentrowała się 

na roli, jaką odgrywa przesunięcie glikanu w pojawianiu się mutantów odpornych na 

neutralizację. Dane uzyskane w mojej pracy mogą jednak sugerować, że zmiany we wzorze 

N-glikozylacji obecne w wariantach E2, mogą prowadzić do zmiany konformacji 

glikoproteiny, co może przekładać się na mniejszą skuteczność w stymulacji odpowiedzi 

immunologicznej gospodarza. Dane te znajdują potwierdzenie w ostatnio opublikowanych 

wynikach badań. Alzua i współautorzy zastosowali tzw. odwrotne podejście ewolucyjne 

polegające na pasażowaniu w hodowli komórkowej, bez selektywnej ze strony przeciwciał 
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neutralizujących, wirusów HCV zawierających glikoproteiny E1E2 należące do genotypów 

1a, 1b, 2a, 3a i 4a, które uprzednio wyizolowano od przewlekle zakażonych pacjentów. 

Badania genetyczne mutacji nabytych przez E1/E2 w toku eksperymentu ujawniły glikany 

E2N1 i E2N6, jako kluczowe regulatory zmian stanu konformacyjnego heterodimetu E1E2, 

jednocześnie mające wpływ na wrażliwość wirusa na działanie przeciwciał neutralizujących 

(Alzua i wsp., 2023). Co więcej, taka modulacja konformacji przestrzennej może również 

wpływać na proces wejścia wirusa do komórki gospodarza poprzez modyfikację 

powinowactwa glikoprotein do receptorów komórkowych. Receptor CD81 odgrywa kluczową 

rolę w procesie wnikania HCV do komórki gospodarza, a blokowanie interakcji E1E2  

z CD81, prowadzi do neutralizacji wirusa in vitro (Fénéant i wsp., 2014). Konserwowany 

motyw Gly436-Tyr443 w obrębie białka E2 jest determinantem wiązania receptora CD81  

i wnikania wirusa do komórki gospodarza (Drummer i wsp., 2006). Biorąc pod uwagę 

powyższe informacje, postanowiłam sprawdzić stopień powinowactwa wariantów 

glikoproteiny E2 do tego receptora. Uzyskane wyniki wykazały znaczne zmniejszenie 

poziomu wiązania do CD81 wyłącznie przez warianty E2 należące do grupy NR. Warto 

zauważyć, że warianty o najniższym powinowactwie do receptora CD81 (NR4 i NR6) 

utraciły miejsce glikozylacji N3, które jest zlokalizowane w pobliżu wspomnianego 

kluczowego motywu Gly436-Tyr443 E2. Także Kong i współpracownicy wykazali (Kong  

i wsp., 2013), że dodatkowe miejsce N-glikozylacji w pozycji 442 lub 428 lub mutacja Lys-

do-Tyr w pozycji 427 całkowicie hamowały wiązanie receptora CD81. Zebrane dane 

wskazują, że zmiany we wzorze N-glikozylacji E2 mają duży wpływ na wiązanie E2 do 

CD81. Może to być wynikiem zmian w konformacji białka, a niekoniecznie zmian 

prowadzących do przerwania miejsca wiązania receptora CD81. Taką elastyczność 

strukturalną zaobserwowano w kilku domenach E2, w tym w regionie zawierającym miejsca 

glikozylacji N1, N2, N6, N7 i N10 (Ströhi wsp., 2023). Także Khera i wsp. (Khera i wsp., 

2019) wykazali, że mutacje w E2 powodujące przerwanie miejsc N-glikozylacji prowadziły 

do słabszego rozpoznawania receptorów CD81. Jednak w tym raporcie inaktywacji miejsca 

glikozylacji 534 towarzyszyła delecja rejonu HVR1, a usunięcie tego regionu wydawało się 

być kluczowym czynnikiem warunkującym wiązanie z CD81. Niemniej jednak, u pacjentów 

nieodpowiadających na terapię IFN-RVB z przetrwałą infekcją wirusową, powinowactwo E2 

do receptora CD81 może stać się mniej ważne na korzyść bezpośredniego transferu wirusa 

między komórkami. Bezpośrednia transmisja HCV, która jest niezależna od CD81, może 

pomóc wirusowi uniknąć neutralizacji ze strony przeciwciał i przetrwać w organizmie 
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pacjenta (Zeisel i wsp., 2009). Zjawisko bezpośredniej transmisji wirusa pomiędzy 

komórkami organizmu gospodarza jest powszechne i opisano je m.in. dla wirusów grypy typu 

A, HIV i SARS–CoV–2 (Williams i wsp., 2024). Badania z wykorzystaniem systemu HCVcc 

(genotyp 2a) wykazały, że transmisja bezpośrednio z komórki do komórki z pominięciem 

wykorzystania receptorów jest główną drogą rozprzestrzeniania się wirusa HCV opornego na 

działanie DAA (Xiao i wsp., 2014).  

Aby dokładniej przeanalizować możliwe zmiany w konformacji badanych wariantów E2, 

wykonałam testy ELISA przy użyciu panelu przeciwciał neutralizujących rozpoznających 

epitopy konformacyjne. Warianty E2 uzyskane od pacjentów z grupy NR były zdecydowanie 

mniej skutecznie rozpoznawane przez cztery przeciwciała konformacyjne (HC-1, HC-11, 

CBH-4B, HC84.1), co wskazuje na przypuszczalnie zmienioną lokalną konformację 

glikoproteiny E2. Dostępne dane literaturowe wskazują, że obecność konkretnych glikanów  

w obrębie E2 jest kluczowa dla wiązania niektórych przeciwciał neutralizujących, ponieważ 

mogą one być bezpośrednio zaangażowane w interakcje antygen-przeciwciało. Enzymatyczne 

usunięcie glikanów z E2 zdecydowanie zmniejszyło powinowactwo przeciwciał 

neutralizujących AR1A, co sugeruje, że glikany mogą być niezbędne podczas niektórych 

interakcji z przeciwciałami neutralizującymi E2 (Tzarum i wsp., 2019). Co ciekawe, badania 

przeprowadzone przez Prentoe i współautorów (Prentoe i wsp., 2019) oparte na modelu 

HCVcc wykazały, że skutki odchyleń we wzorze glikozylacji mogą być zmienne. Autorzy 

udowodnili, że usunięcie glikanów w niektórych pozycjach (np. N1) czyni wirusa bardziej 

wrażliwym na przeciwciała neutralizujące, podczas gdy takiego efektu nie zaobserwowano  

w przypadku miejsc N5 lub N9. Co więcej, usunięcie innych miejsc glikozylacji (np. N3 i N9) 

wiązało się ze zmniejszoną zakaźnością HCVcc. Powyższe dane oraz prace innych autorów 

(Pierce i wsp., 2016) wskazują, że rola glikanów w zakażeniu HCV nie może być wyjaśniona 

jedynie poprzez opisane wcześniej zjawisko „glycan shielding”, ale koniecznym jest wzięcie 

pod uwagę ich wpływu na dynamiczne zmiany konformacyjne zachodzące w białku E2. 

Niektóre takie zmiany mogą być specyficzne dla genotypu – wykazano różnice we wpływie 

usunięcia poszczególnych miejsc glikozylacji w HCVcc dla genotypów 2a, 1a oraz 3a (Pierce 

i wsp., 2016).  

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy mogą sugerować, że zmiany we wzorze  

N-glikozylacji glikoproteiny HCV E2 obecne na początku leczenia anty-HCV mogą być 

związane z negatywnym wynikiem terapii. Zwalczenie zakażenia HCV zależy od skutecznej 

aktywności zarówno humoralnej, jak i komórkowej odpowiedzi immunologicznej. Można 



103 

 

postawić hipotezę, że pula przeciwciał wytwarzanych podczas zakażenia mutantami HCV 

opisanymi w niniejszej pracy nie zapewniała wystarczającej ochrony przed działaniem 

wirusa, w konsekwencji czego przeciwwirusowy efekt leczenia interferonem/rybawiryną 

mógł zostać osłabiony. Dostępne dane literaturowe potwierdzają wysnutą przeze mnie tezę  

o związku specyficznych mutacji w genomie HCV obecnych już na początkowym etapie 

terapii z niepowodzeniem leczenia. Wielokrotnie próbowano skorelować efekt zastosowanego 

leczenia z wzorcami mutacji w obrębie białek wirusa HCV. W badaniu z 2017 roku u 54,8% 

pacjentów, u których leczenie nie powiodło się, jedną z przyczyn niepowodzenia mogła być 

obecność mutacji związanych z opornością na leki. U większości z tych pacjentów z mutacje 

były obecne już na początku leczenia (Paolucci i wsp., 2017). Inne badanie dotyczące analizy 

niepowodzenia terapii u pacjentów zakażonych HCV genotypu 3 wykazało, że mutacje 

związane z opornością na terapeutyki w obrębie białka NS5A wykryto na początku badania  

u 15 z osób, a w momencie nawrotu zakażenia u kolejnych u 20 pacjentów z marskością 

wątroby i wcześniej leczonych interferonami (Mushtaq i wsp., 2022). 

W oporności HCV na interferon pośredniczy głównie specyficzny rejon białka NS5A, 

jednak region E2, który oddziałuje z kinazą białkową R (PKR), został również wskazany jako 

związany z opornością na IFN. Stwierdzono, że tzw. region PePHD E2 (domena homologii 

fosforylacji PKR/eIF-2a), który znajduje się w C-końcowej części E2 (aminokwasy 659 do 

670), jest zaangażowany w odpowiedź na interferony. Jednakże kilka opublikowanych 

artykułów nie potwierdziło żadnych istotnych korelacji między mutacjami w rejonie PePHD, 

a odpowiedzią pacjentów na terapię IFN (Muñoz de Rueda i wsp., 2008). Wiadomo, że 

glikozylacja białek wirusowych może również wpływać na poziom infekcyjności wirusa. Aby 

przeanalizować tę kwestię, uzyskałam pseudocząsteczki HCV (HCVpp) niosące warianty 

glikoproteiny E2 pochodzące od pacjentów i wykorzystałam je do badania infekcyjności 

wirionów, natomiast otrzymane wyniki były niejednoznaczne. Jednakże wcześniej opisano, że 

mutacje prowadzące do utraty miejsc glikozylacji E1N1, E1N4, E2N8 lub E2N10 mogą 

wpływać na włączenie glikoprotein E1E2 do HCVpp, prawdopodobnie z powodu 

nieprawidłowego fałdowania białka. Co więcej, zmiany w E2N2 i E2N4 zmniejszyły 

zakaźność HCVpp, mimo że nie miało to wpływu na włączanie glikoprotein do HCVpp 

(Helle i wsp., 2010). Wyniki innego eksperymentu z wykorzystaniem pseudocząsteczek HCV 

w komórkach owadzich i ssaczych wykazały, że usunięcie glikanów obecnych w miejscach 

glikozylacji E2N1 i E2N8 doprowadziło do akumulacji agregatów E1E2 i zahamowania 

składania wirionów. Te nieprawidłowo sfałdowane kompleksy E1E2 nie były w stanie 
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oddziaływać z jednym z receptorów (kalneksyną) i w efekcie tworzyć funkcjonalnego 

kompleksu glikoprotein E1E2 (Orlova i wsp., 2015).  

Liczne doniesienia literaturowe ujawniły wpływ reszt cukrowych nie tylko na cykl 

infekcyjny wirusa, a także na odpowiedź immunologiczną gospodarza i mechanizmy 

związane z ucieczką immunologiczną. Najbardziej znane przykłady szeroko zakrojonych 

badań nad wpływem N-glikanów na funkcję białek obejmują hemaglutyninę wirusa grypy 

(np. Altman i wsp., 2019), białka env wirusa HIV (np. Jan i wsp., 2018, Feng i wsp., 2022),  

a ostatnio białka wirusa SARS-CoV-2 (np. Baboo i wsp., 2023; Newby i wsp., 2023). Na 

przestrzeni lat niewielu glikoproteinom poświęcono tyle uwagi, co białkom wirusa SARS-

CoV-2. Badania ujawniły, m.in. działanie wspomnianej wcześniej tarczy glikanowej 

zapobiegającej rozpoznaniu białek wirusowych przez układ odpornościowy (Casalino i wsp., 

2020) oraz funkcjonowania reszt cukrowych jako aktywatorów szlaku lektynowego 

(Malaquias i wsp., 2021). Jednak najważniejsze z punktu widzenia niniejszej pracy odkrycia 

dotyczyły wpływu zmian w glikozylacji białek wirusa SARS-CoV-2 na konformację, 

dynamikę i interakcje tych białek. Główną proteiną powierzchniową wspomnianego wirusa 

jest tzw. białko kolca (ang. spike, S). Składa się ono z N-końcowej podjednostki S1,  

C-końcowej podjednostki S2, peptydu fuzyjnego, domeny transbłonowej oraz domeny 

cytoplazmatycznej, która ma kluczowe znaczenie dla fuzji wirusa z błoną komórkową. 

Podjednostka S1 jest dalej podzielona na domenę wiążącą receptor (ang. Receptor binding 

domain, RBD) i domenę N-końcową, odgrywające role w wejściu wirusa do komórki 

gospodarza i służące jako potencjalny cel neutralizacji przez przeciwciała lub szczepionki 

(Song i wsp., 2018). Podobnie jak w przypadku analizowanych przeze mnie glikoprotein 

osłonkowych wirusa HCV, białko S wirusa SARS CoV-2 podlega intensywnej glikozylacji – 

podjednostka S1 zawiera 13, a podjednostka S2 – 9 potencjalnych miejsc N-glikozylacji 

(Harbison i wsp., 2021). Zbieżnie z uzyskanymi przeze mnie wynikami badań, udowodniono, 

że zaburzenie wzoru N-glikozylacji warunkuje wystąpienie zmian konformacyjnych. Dwa 

glikany obecne w białku S1 (N 165 i N234) zostały uznane za elementy strukturalne 

kluczowe dla utrzymania białka kolca w konformacji umożliwiającej wejście wirusa do 

komórek gospodarza (Casalino i wsp., 2020). Najnowsze publikacje w tym zakresie 

pozwoliły na odkrycie kolejnego miejsca glikozylacji kluczowego dla zachowania właściwej 

konformacji białka. Dzięki zastosowaniu metod dynamiki molekularnej uzyskano pewność, 

że struktura immunodominującej domeny RBD jest regulowana przez N-przyłączone reszty 

cukrowe w miejscu N343 (Ives i wsp., 2024). Inną cechą wspólną wirusów HCV i SARS-
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CoV-2 jest ich wysoka zmienność genetyczna. Li i współautorzy przeanalizowali m.in. 

zjawisko ucieczki immunologicznej ostatnio krążących podwariantów SARS-CoV-2 Omicron 

(BA.2.86, JN.1, EG.5, EG.5.1 i HV.1). Udowodnili oni, że mutacja K356T obecna  

w podwariancie BA.2.86 i wprowadzająca nowe, dodatkowe miejsce N-glikozylacji (N354) 

przyczynia się do zmian w rozpoznawaniu epitopów przez neutralizujące przeciwciała 

monoklonalne S309 (Li i wsp., 2024). Tę samą mutację przeanalizowano także pod kątem 

osłabiania zakaźności wirusa. Przywrócenie pełnej infekcyjności możliwe jest w obecności 

siarczanu heparyny, który kieruje się do „kieszeni” powstałej w wyniku zmian 

konformacyjnych wywołanych zaburzeniem wzoru N-glikozylacji, niweluje te zmiany i tym 

samym reguluje zakaźność. Ponadto mutacja wprowadzająca dodatkowe miejsce glikozylacji 

N354 usprawnia proces fuzji błon, co przyczynia się do lepszego unikania niektórych 

przeciwciał (Liu i wsp., 2024). Ponadto Schwarze i inni w artykule z 2024 roku opisali 

znaczne zmniejszenie rozpoznawania białek (w szczególności domeny RBD) wirusa SARS-

CoV-2 w teście ELISA przez przeciwciała pochodzące z surowic pacjentów (Schwarze  

i wsp., 2024). Powyższe doniesienia także są zbieżne z opisanymi przeze mnie wcześniej 

wynikami badań z wykorzystaniem panelu przeciwciał konformacyjnych i neutralizujących.  

W wielu ze wspomnianych powyżej badań glikozylacja wirusa była badana zarówno 

jako potencjalny cel terapii, jak i w kontekście projektowania szczepionek. Ogromna ilość 

danych dotyczących złożoności glikanów i znaczenia glikozylacji białek wirusowych stanowi 

nową dziedzinę badań, która jest określana jako glikoproteomika wirusów (Bagdonaite i wsp., 

2018). Postęp glikoproteomiki wirusowej zbiegł się w czasie rozwojem spektrometrii mas. 

Narzędzie to odegrało ogromną rolę w ujawnianiu właściwości chemicznych glikanów, 

zrozumieniu mechanizmów fałdowania i stabilizacji białek, maskowania antygenów, 

interakcji z układem immunologicznym gospodarza, czy oddziaływań receptor-ligand. 

Techniki glikoproteomiczne mogą być także przydatne w ocenie bezpieczeństwa  

i skuteczności szczepionek (Cipollo i Parsons, 2020). 

Większość danych dotyczących wpływu usuwania lub dodawania wirusowych  

N-glikanów opiera się na analizie białek rekombinowanych generowanych in vitro, 

tymczasem istnieje stosunkowo niewiele badań glikoproteomicznych białek wirusowych 

pochodzących bezpośrednio od pacjentów. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy 

uzyskałam poprzez analizę sekwencji wariantów glikoprotein HCV wyizolowanych z próbek 

klinicznych. Dlatego powyższe obserwacje mogą przyczynić się do zrozumienia roli 

wirusowej N-glikozylacji w kontekście zakażenia HCV. Chociaż zaobserwowałam korelację 
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między nieprawidłową glikozylacją, a brakiem odpowiedzi na terapię skojarzoną 

interferonem i rybawiryną, liczba próbek była zbyt ograniczona, aby stwierdzić, że brak 

glikanów jest bezpośrednio związany z obserwacjami klinicznymi. W związku z tym 

konieczne są dalsze badania dynamicznych zmian glikozylacji białek wirusowych w izolatach 

klinicznych HCV w celu określenia wpływu glikozylacji białek wirusowych na przebieg 

zakażenia wirusem. Zastosowanie nowych technologii do badań struktury glikanów może 

ułatwić rozwój szczepionek wirusowych i leków przeciwwirusowych. 
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