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1. Wykaz skrotow

Ang. — angielski

Apo — apolipoproteiny (ang. Apolipoproteins)

AR — rejon antygenowy (ang. Antigenic region)

AS — miejsce antygenowe (ang. Antigenic site)

Asn — asparagina

BSA — surowicza albumina wolowa (ang. Bovine serum albumin)

C — biatko rdzenia (ang. Core protein)

CD - antygen réznicowania komorkowego (ang. Cluster of differentiation)

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

CDC — Centrum Kontroli i Prewencji Choréb (ang. Centers for Disease Control and
Prevention)

CLDNL1 - klaudyna 1 (ang. Claudinl)

CR —rejon konserwowany (ang. Conserved region)

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

DAAs — leki o bezposrednim dziataniu przeciwwirusowym (ang. Direct Acting Antivirals)
DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic acid)

E1 — glikoproteina ostonkowa 1 (ang. Envelope glycoprotein 1)

E2 — glikoproteina ostonkowa 2 (ang. Envelope glycoprotein 2)

elF-2a — eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 2a (ang. eukaryotic translation initiation
factor 2a)

EMA — Europejska Agencja Lekow (ang. European Medicines Agency)

ER — retikulum endoplazmatyczne (ang. Endoplasmic reticulum)

FBS — plodowa surowica bydleca (ang. Fetal bovine serum)

FDA — Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration)
GNA - lektyny pochodzace ze $niezyczki przebisniega (ang. Galanthus nivalis agglutinin)
GST - transferaza-S-glutationowa (ang. Glutathione-S-Transferase)

Gt — genotyp

HAV — wirus zapalenia watroby typu A (ang. Hepatitis A Virus)

HBV — wirus zapalenia watroby typu C (ang. Hepatitis B Virus)

HCC — rak watrobowokomodrkowy (ang. Hepatocellular carcinoma)

HCV — wirus zapalenia watroby typu C (ang. Hepatitis C Virus)

HCVcc — infekcyjny HCV pochodzacy z hodowli komoérkowych (ang. cell culture HCV)



HCVpp — pseudoczasteczki wirusa HCV (ang. HCV pseudoparticles)

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. Human Immunodeficiency Virus)
HVR — rejon hiperzmienny (ang. Hypervariable region)

IFN — interferon

Il — interleukina (ang. Interleukin)

IRES — wewnetrzne miejsce wigzania rybosomu (ang. Internal Ribosome Entry Site)
J.w — jak wyzej

LDL - lipoproteiny o matej gestosci (ang. Low density lipoproteins)

LEL — duza petla zewnatrzkomodrkowa (ang. Large Extracellular Loop)

LVP — czasteczki lipowirusowe (ang. Lipo-viro-particles)

MHC — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. Major Histopatibility Complex)
nAb — przeciwciala neutralizujace (ang. neutralizing antibodies)

NANBH — wirus zapalenia watroby typu nie-A i nie-B (ang. Non-A-Non-B-Hepatitis Virus)
NK — naturalni zabdjcy, komorki uktadu immunologicznego (ang. Natural Killers)
NR — pacjenci niecodpowiadajacy na terapi¢ anty-HCV (ang. Non-responders)

NS — biatko niestrukturalne (ang. Non-structural protein)

NTD — domena N-koncowa (ang. N-terminal domain)

OCLN - okludyna (ang. Occludin)

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

PBMC — jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. Peripheral blood mononuclear cells)
PCR - tancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

Peg — pegylowany

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

PI — inhibitory proteazy wirusowej (ang. Protease inhibitors)

PKR — biatkowa kinaza R (ang. Protein kinase R)

PVDF — polifluorek winylidenu (ang. Polyvinylidene fluoride)

RBD — domena wigzaca receptor biatka S wirusa SARS-CoV-2 (ang. Receptor binding
domain)

RBYV - rybawiryna (ang. Ribavirin)

RNA — kwas rybonukleinowy

RT-PCR — reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (ang. Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction)

S — biatko kolca wirusa SARS-CoV-2 (ang. Spike)



SARS-CoV-2 — drugi koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego (ang. Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2)

SEL — mata p¢tla zewnatrzkomorkowa (ang. Small Extracellular Loop)

Ser — seryna (ang. Serine)

sHBaA(g — mate biatko powierzchniowe wirusa zapalenia watroby typu B (ang. Small
hepatitis B surface antygen)

SPP — peptydaza peptydu sygnatowego (ang. Signal Peptide Peptidase)

SR — pacjenci trwale odpowiadajgcy na terapi¢ anty-HCV (ang. Sustained-responders)
SR-BI - receptor zmiatacz klasy B typu I (ang. Scavenger receptor class B type I)
SVR — trwata odpowiedz wirusologiczna (ang. sustained virological response)

Thr —treonina (ang. Threonine)

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

TMD — domena przezbtonowa (ang. Transmembrane domain)

TR — przejsciowa odpowiedz wirusologiczna (ang. Transient-response)

UTR — rejon niepodlegajacy translacji (ang. Untranslated region)

VLDL - lipoproteiny o bardzo matej gestosci (ang. Very-low density lipoproteins)
VLPs — czasteczki wirusopodobne (ang. virus-like particles)

WHO — Swiatowa Organizacja Zrowia (ang. World Health Organisation)

WZW — wirusowe zapalenie watroby



2. Streszczenie w jezyku polskim

Wirus zapalenia watroby tupu C (ang. Hepatitis C Virus, HCV) stanowi jedno
z najbardziej powaznych zagrozen dla zdrowia publicznego. Szacuje si¢, ze ok 1-2%
swiatowej populacji jest zakazonych tym wirusem, co przektada si¢ na okoto 242 000 zgonoéw
rocznie, corocznie tez dochodzi do 1,5 miliona nowych zakazen. Do roku 2011 roku
standardem leczenia zakazeh HCV pozostawata terapia skojarzona pegylowanym
interferonem oraz rybawiryng. Jednakze wieloletnia praca naukowcoéw doprowadzita do
opracowania lekow celujacych bezposrednio w biatka wirusowe, tzw direct acting anti-viral
drugs (DAAs). Terapeutyki te cechuja si¢ bardzo wysokim wskaznikiem skutecznosci
(powyzej 90%). Jednak wysokie koszty prowadzenia terapii przy pomocy DAAS, ograniczona
jej dostepnosé, a takze pojawianie si¢ wariantdbw opornych na leczenie stanowia gtowne
przeszkody w skutecznej kontroli rozprzestrzeniania si¢ zakazen wirusem HCV. Istnieje wiec
wcigz wielka potrzeba opracowania szczepionki profilaktycznej. Zadanie to jest jednak
utrudnione przez wysoka zmienno$¢ genetyczng wirusa, a takze brak doglebnego zrozumienia
mechanizméw wzbudzania odpowiedzi immunologicznej przeciwko wirusowi zapalenia

watroby typu C.

Glikoproteiny ostonkowe E1 i E2, tworzace na powierzchni wirionu HCV heterodimer
1 odpowiedzialne za wejScie wirusa do komorki gospodarza, sg gltownym celem dla
przeciwcial neutralizujacych (ang. Neutralizing antibodies, nAb). Ektodomeny obu tych
biatek sg silnie glikozylowane — glikany stanowig 1/3 masy heterodimeru E1E2. Pomimo
duzej zmienno$ci genetycznej, miejsca N-glikozylacji sg silnie konserwowane, co moze
sugerowac ich wazng role w funkcjonowaniu glikoprotein HCV. Co wigcej, dane literaturowe
wskazujg na udziat N-glikanow w ucieczce wariantdéw wirusowych przed dziataniem uktadu
immunologicznego gospodarza, zarowno w warunkach in vitro, jak i1 in vivo. Mozna wigc
wnioskowaé, ze wzor N-glikozylacji glikoprotein E1E2 moze pethi¢ kluczowa role
w indukowaniu odpowiedzi ze strony przeciwcial neutralizujagcych przez potencjalne

preparaty szczepionkowe.

Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie zalezno$ci pomigdzy zmiennos$cia genetyczng
glikoproteiny E2 wirusa zapalenia watroby typu C (HCV), a odpowiedzig na terapi¢

pegylowanym interferonem alfa i rybawiryng u dzieci. W trakcie prowadzenia badan zostat
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udokumentowany zwigzek pomiedzy mutacjami we wzorze N-glikozylacji biatka E2,

a zmniejszonym rozpoznawaniem epitopOw przez przeciwciata neutralizujace.

Modelami uzytymi w wykonanych badaniach byly chimeryczne heterodimery
glikoprotein E1E2 wirusa HCV sktadajace si¢ z bialek uzyskanych ze szczepu referencyjnego
H77c wirusa HCV (glikoproteina E1) oraz biatek otrzymanych z materiatu pochodzacego od
pacjentow Kliniki Chorob Zakaznych i Neurologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (glikoproteina E2). Istotnym celem pracy byla
analiza roli obecno$ci/braku reszt cukrowych na powierzchni glikoproteiny E2 w procesie
rozpoznawania przez przeciwciata neutralizujagce. Co wazne, warianty glikoproteiny E2
niosgce zmiany we wzorze N-glikozylacji obecne przed rozpoczgciem leczenia, w wyniku

dziatania presji selekcyjnej, stawaty si¢ wariantami dominujgcymi w organizmie pacjenta.

Przeprowadzone badania pozwolily na uzyskanie istotnych informacji na temat
potencjalnego  mechanizmu ucieczki wirusa HCV  przed dzialaniem uktadu
immunologicznego gospodarza, co moze przyczyni¢ si¢ do opracowania skutecznej

szczepionki przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu C.
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3. Abstract (streszczenie w jezyku 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 E1IE2 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 ELE2 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
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Child Neurology of the Karol Marcinkowski Medical University in Poznan (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.

13



4. Wstep

4.1. Charakterystyka Wirusa Zapalenia Watroby typu C (HCV)

Wirus zapalenia watroby tupu C (ang. Hepatitis C Virus, HCV) stanowi jedno
z najbardziej powaznych zagrozen dla zdrowia publicznego. Szacuje si¢, ze ok 1-2%
swiatowej populacji jest zakazonych tym wirusem, co przektada si¢ na okoto 242 000 zgonow
rocznie, a dodatkowo kazdego roku dochodzi do 1,5 milionéw nowych zakazen (Kenfack-
Momo i wsp., 2024; WHO 2024).

Wirus HCV zostal zidentyfikowany w 1989 roku przez zespdt naukowcow pod
kierownictwem Michaela Houghtona dzigki wykorzystaniu technik klonowania
molekularnego i analizy cDNA. Jednakze jeszcze we wczesnych latach siedemdziesigtych XX
wieku lekarze klinicy$ci obserwowali czgste przypadki wystepowania zapalenia watroby
zwigzanego z transfuzja (okoto 1/3 wszystkich pacjentéw poddawanych transfuzjom), czgsto
o charakterze przewleklym, ktorego nie mozna bylo przypisa¢ ani wirusowi zapalenia
watroby typu A (ang. Hepatitis A Virus, HAV), ani wirusowi zapalenia watroby typu B
(ang. Hepatitis B Virus, HBV), ani zadnej innej znanej przyczynie. Naukowcy, $wiadomi
istnienia nowego czynnika wywolujacego chroniczne zapalenie watroby, zaczeli stosowaé
okreslenie Wirus Zapalenia Watroby Typu Nie-A i Nie-B (ang. Non-A-Non-B-Hepatitis
Virus, NANBH). Za tworcéw tego terminu uznaje si¢ Harveya J. Altera 1 jego
wspotpracownikow (Alter i wsp., 1975; Manns i Maasoumy, 2022). Warto wspomniec¢, ze
w 2020 roku Harvey J. Alter, Michael Houghton i Charles M. Rice otrzymali Nagrod¢ Nobla
w dziedzinie fizjologii lub medycyny wtasnie za odkrycie wirusa zapalenia watroby typu C
(HCV).

Obecnie wiadomo, ze wirus HCV nalezy do rodziny Flaviviridae i do rodzaju
Hepacivirus. Jest matym, ostonkowymym wirusem, ktoérego material genetyczny, stanowi
pojedyncza ni¢ RNA o dodatniej polarnosci (Morozov 1 wsp., 2018). Chociaz HCV wykazuje
tropizm w kierunku hepatocytow, moze namnazaé si¢ takze w tkankach pozawatrobowych,
w tym w komorkach jednojadrzastych 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

Czasteczki wirusa zapalenia watroby typu C zbudowane sg z dwudziesto$ciennego
nukleokapsydu utworzonego przez biatka rdzenia (ang. Core protein, C protein)
1 otaczajacego genom wirusa w postaci pojedynczej nici RNA. Cato$¢ otoczona jest bogata
w lipidy ostonkg wirusowa, pochodzaca z retikulum endoplazmatycznego, w ktorej
zakotwiczone sg glikoproteiny E1 i E2 (ang. Envelope glycoprotein, E) (Modrapuor i wsp.,
2007; Kim i Chang, 2013). Analiza wirionéw wyizolowanych z osocza zakazonych 0sob oraz
uzyskanych z hodowli komérkowych wykazata, ze czasteczki wirusa HCV maja $rednice
56-65 nm, podczas gdy $rednica rdzenia wirusowego to okoto 45 nm (Gastaminza i wsp.,

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

Glikoproteina E2

Glikoproteina E1

Biatko rdzenia (core)

Pojedyncza ni¢ RNA

Srednica 50-60 hm

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

Co ciekawe, populacja wirionow HCV nie jest jednorodna — ich rozmiar,
a nawet stopien zakaznos$ci wykazuja znaczne rdznice Bardzo czgsto czgsteczki wirusa
potaczone s3 z lipoproteinami komorkowymi takimi jak: apolipoproteiny (ang.
Apolipoproteins, Apo) Al, B, C i E, lipoproteiny o malej gestosci (ang. Low density
lipoproteins, LDL) oraz lipoproteiny o bardzo matej gestosci (ang. Very-low density
lipoproteins, VLDL) — nosza one wowczas miano czgsteczek lipowirusowych (ang. Lipo-
Viro-Particles, LVP) (Moriishi i Matsuura, 2012; VVercauteren i wsp. 2014).

Genom wirusa HCV stanowi pojedyncza ni¢ RNA o dtugos$¢ okoto 9600 nukleotydow
zawierajagca dwa wysoce konserwowane regiony nieulegajace translacji (ang. Untranslated
region, UTR): 5'-UTR i 3-UTR, ktore otaczajg pojedyncza otwartg ramke odczytu (ang. Open
reading frame, ORF) (Rysunek 2). Wysoce konserwowany rejon 5'-UTR sktada si¢ z 341
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nukleotydow tworzacych 4 ustrukturyzowane domeny. Morozov i wsp. wskazuja, ze pierwsze
125 nukleotydéw 5'UTR (domeny I i II) jest niezbednych do replikacji wirusowego RNA.
Pozostate dwie domeny (III i IV) zaangazowane s3 w wigzanie rybosomu (sekwencja IRES —
ang. Internal Ribosome Entry Site) i umozliwiajg inicjacj¢ translacji wirusowej poliproteiny
w sposob niezalezny od czapeczki (Morozov i wsp., 2018). Z kolei rejon 3'-UTR ma dtugo$é
ok. 400 nukleotydéw i odgrywa kluczowa role w replikacji HCV. Podobnie jak 5’-UTR,
region ten jest wysoce konserwowany i sktada si¢ z trzech odrgbnych funkcjonalnie czgsci.
Wsrod nich obecny jest element replikacyjny CRE (ang. Cis-acting replication element)
petniacy role inhibitora translacji i wzmacniacza replikacji. Mechanizm, za pomoca ktérego
CRE zaktoca syntezg poliproteiny HCV, nie jest do konca poznany (Shi i wsp., 2016;
Romero-Lopez i wsp., 2018)

— IRES —

5 5
S Y
CL E1I lNSZI NS3
AUG
Kodon - Biatka —J Biatka g
START strukturalne niestrukturalne UGA /

Kodon STOP

3'UTR

5'UTR
Rys. 2 Schemat organizacji genomu wirusa HCV (na podstawie Romero-Lopez i wsp., 2018).

W przeciwienstwie do enzyméw obecnych u wirusow DNA, RNA-zalezna polimeraza
RNA wirusa HCV nie wykazuje aktywnosci korekcyjnej, co przektada si¢ na wysoki poziom
mutacji (rzedu 103-10° mutacji/ nukleotyd/ cykl replikaciji). To wysokie tempo mutacji wraz
z dziataniem zjawisk ewolucyjnych (np. presja selekcyjna) doprowadzity do powstania dwoch
poziomow zmiennosci: osobniczej (tzw. pseudotypy wirusowe, quasi-gatunki wirusowe) oraz
zmiennos$ci migdzy gospodarzami (genotypy, subtypy) (Domingo i Perales, 2019). Wirus
zapalenia watroby typu C (HCV) jest wirusem o znacznym stopniu zrdznicowania
genetycznego. Do tej pory zidentyfikowano 8 genotypdéw (nazywanych 1-8 w kolejnosci
odkrycia) i ponad 100 podtypow (okreslanych literami alfabetu tacinskiego). Na poziomie
nukleotydowym istnieje 30-35% roznica sekwencji migdzy genotypami i 15% roznica miedzy
podtypami tego samego genotypu. Ponadto w organizmie osoby zakazonej wirus wystepuje
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W postaci quasi-gatunkow, roznigeych si¢ od siebie od 1% do 10 % sekwencji nukleotydowej

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

o Genom wyjsciowy

Mutacje
punktowe

=N
—

(

X

Kumulacja mutacji
w kolejnych cyklach
replikacyjnych

v

\

»,Chmura” quasi-gatunkow

—/

Rys. 3 Schemat powstawania quasi-gatunkow wirusowych.

Genotyp 1 jest najbardziej rozpowszechniony na $wiecie (szczegdlnie w krajach
rozwinigtych), przy czym podtyp la wykazuje wigksza czesto§¢ wystepowania w Stanach
Zjednoczonych i Kanadzie, a podtyp 1b — w Europie. Genotyp 2 dominuje w Afryce
Zachodniej, genotyp 3 wystepuje endemicznie w Azji Potudniowo-Wschodniej, a obecnosé
genotypu 4 ogranicza si¢ do Bliskiego Wschodu, Egiptu oraz Afryki Srodkowej. Genotyp 5
wystepuje prawie wylacznie w Afryce Poludniowej, podczas gdy genotyp 6 wystgpuje
glownie w catej Azji. Niedawno odkryty genotyp 7 zostatl zidentyfikowany u siedmiu
zakazonych os6b w Demokratycznej Republice Konga, a genotyp 8 u czterech zakazonych
0s0b z Pendzabu (Indie) (Antaki i wsp., 2010). Na calym $wiecie najbardziej

rozpowszechnionymi genotypami sg genotypy 1 i 3, ktére odpowiadaja odpowiednio za 44%
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i 25% zakazen HCV (Petruzziello i wsp., 2016). Warto zwr6ci¢ uwagg na fakt, ze wysoka
zmienno$¢ genetyczna wirusa HCV jest cechg typowa dla Afryki Subsaharyjskiej, co moze
sugerowa¢ wystepowanie endemiczne HCV na tym obrzarze na dlugo przed jego globalnym
rozprzestrzenieniem si¢ w ciggu ostatnich 100 lat (Polaris Observatory HCV Collaborators,
2017). Badania przeprowadzone w ramach projektu EpiTer-2, wykazaly, ze w Polsce
dominujacym jest genotyp 1b (82%) za$ pozostate genotypy to: 3 (11,3%), 4 (3,5%) i la
(3,2%). Pacjenci, u ktorych stwierdzono zakazenie genotypem 2, 5, czy 6 stanowili wylacznie

pojedyncze przypadki (Flisiak i wsp., 2018)

4.3. Cykl zyciowy wirusa HCV

Pierwszym etapem cyklu zyciowego wirusa HCV jest proces jego wejscia do komorki
gospodarza. To zlozony i1 wieloetapowy mechanizm, obejmujacy interakcje czasteczek wirusa
z szeregiem receptorOw obecnych na powierzchni komorki, miedzy innymi: receptorem
zmiataczem klasy B typu | (ang. Scavenger receptor class B type I, SRB1), receptorem CD81
(ang. Cluster of differentiation 81), czy biatkami potaczen $cistych — klaudyng 1 (ang.
claudin-1, CLDNL1) i okludyng (ang. Occludin, OCLN) (Alazard-Dany i wsp., 2019). Wsrod
wymienionych czynnikow CD81 odgrywa niewatpliwie gldwna role. Receptor CD81 to
tetraspanina o wysoce dynamicznej strukturze, wzbogaconej dodatkowo w obszary btony
tworzace stabilne platformy, pozostajace w ciaggle; wymianie z reszta blony lipidowe;.
Rownowaga tych zmian jest niezbedna do przeprowadzenia procesu wnikania HCV do
komorki gospodarza. W szczegdlnosci uwaza sig, ze czasteczki CD81, ktore swobodnie
dyfunduja, a zatem nie s3 zaangazowane w statyczne mikrodomeny, sg wykorzystywane
przez HCV na etapie jego wejscia (Harris i wsp., 2013; Potel i wsp., 2013). Wykazano
réwniez, ze CD81 oddzialuje z CLDNI1, tworzac kompleks zaangazowany w dalsze etapy
omawianego procesu i regulowany przez wiele szlakow sygnalowych (Farquhar 1 wsp., 2012).

Jak juz zostalo wspomniane, wiriony HCV wykazujg Scisty zwigzek z lipidami
obojetnymi (estrami cholesterolu i triglicerydami) oraz apolipoproteinami (Rysunek 4).
Potaczenie to nie tylko przyczynia si¢ do maskowania glikoprotein ostonkowych, ale takze
odgrywa role w procesie wejsciu wirusa do komorki gospodarza. Udowodniono udziat
apolipoproteiny E w wigzaniu do proteoglikandw siarczanu heparanu, receptora LDL oraz
SR-BI (Jiang i wsp., 2012; Denolly i wsp., 2019). Poza ApoE na wczesnych etapach
przytaczenia czasteczki lipowirusowej do receptora SR-BI posrednicza takze ApoB-100 oraz

ApoE (Maillard i wsp., 2006; Dao i wsp., 2012). Uwaza si¢, ze opisana powyzej interakcja
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indukuje dysocjacje wirionu HCV od czasteczki lipidowej i przyczynia si¢ do ekspozycji
glikoproteiny E2 na bezposrednie oddziatywanie z receptorami SR-BI oraz CD81 (Maillard
I wsp., 2006).

Czasteczka lipowirusowa

ApoC

Lipoproteiny o
bardzo matej Apo-B
gestosci (VLDL)

Glikoproteiny E1i E2
Otoczka

Wirusowe RNA

HCV

Kapsyd
ApoE

Rys. 4 Model lipowiro-czastki (LVP) wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) na podstawie
Wrensch i wsp., 2018).

Glowng role¢ we wnikaniu wirusa do komorki gospodarza, a tym samym
w tropizmie wirusa do hepatocytow, odgrywaja glikoproteiny ostonkowe E1 1 E2. Bialka te
funkcjonuja w postaci kompleksow heterodimeréw zwigzanych mostkami dwusiarczkowymi.
E2 jest gltownym biatkiem odpowiedzialnym za wigzanie receptoréw. Udowodniono
bezposrednie oddziatywanie migdzy E2, a CD81 oraz SR-BI — co ciekawe, nawet przy braku
El. Powszechnie sadzi si¢, ze E1 odgrywa jedynie role pomocnicza poprzez utrzymywanie
prawidlowej konformacji biatka E2, wymaganej do wigzania receptorow (Tong i wsp., 2018).
Po uprzednim przylaczeniu si¢ do kaskady receptorow, czasteczki wirusa wnikaja do
komorek za pomocg szlaku endocytarnego zaleznego od klatryny. Wiriony transportowane sg
do wczesnych endosomdw, gdzie nastepuje ich odplaszczenie oraz uwolnienie wirusowego
RNA do cytoplazmy. RNA jest nastgpnie rekrutowany do kompleksu replikacyjnego
w bloniastej sieci (ang. membranous web) 1 wykorzystywany w procesach replikacji oraz
translacji (Rysunek 5). Powstajaca poliproteina ulega cigciu przez proteazy (gospodarza
1 wirusowe), co prowadzi do powstania funkcjonalnych bialek strukturalnych
1 niestrukturalnych (Blanchard i wsp., 2006.; Morozov 1 Lagaye, 2018). Bialka wirusa HCV

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

Odptaszczenie

Sktadanie wiriondw potomnych jest rowniez procesem wieloetapowym, a niektore
jego elementy do tej pory nie zostaly wyjasnione. Powstajace nukleokapsydy (zawierajace
RNA) paczkuja do $wiatta ER nabywajac ostonke, a nastgpnie wigza si¢ z glikoproteinami,
tworzac niedojrzalg czasteczke. W kolejnym etapie wiriony sg transportowane przez cysterny
aparatu Golgiego, gdzie koncza dojrzewanie. Gotowe czasteczki sg uwalniane z komorki
przez btone cytoplazmatyczna (Rysunek 5). Wciaz pozostaje niejasne, w jaki sposob
regulowane jest sprz¢zenie wirionéw z lipoproteinami i apolipoproteinami (Hansen 1 wsp.,
2017; Wrensch i wsp., 2018). Dane literaturowe wskazuja, ze wydzielanie czgsteczek HCV
zalezy zar6wno od obecnosci VLDL, jak i apolipoproteiny B (Morozov i Lagaye, 2018).

4.4. Bialka wirusa HCV

Pojedyncza otwarta ramka odczytu wirusa zapalenia watroby typu C HCV zawiera
(w zaleznosci od genotypu) od 9024 do 9111 nukleotydow. Koduje ona pojedyncza

poliproteing, ktora jest cigta przez proteazy gospodarza i proteazy wirusowe na 10
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pojedynczych biatek strukturalnych i niestrukturalnych (Alvisi i wsp., 2011; Li 1 wsp, 2015)
(Tabela 1).

Bialko Masa czasteczkowa [kDa] Funkcja
C Wigzanie RNA, tworzenie
nukleokapsydu
El 35 Glikoproteina ostonkowa, tworzy

heterodimer z E2

E2 70 Glikoproteina ostonkowa, 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 btonie lipidowej
NS5A 56-58 Fosfoproteina serynowa
NS5B 68 RNA-zalezna polimeraza RNA

Tab. 1 Charakterystyka biatek wirusa HCV.

Biatko rdzenia (ang. Core protein, C), zlozone ze 91 aminokwas6éw, uwalniane jest
z poliproteiny przez komorkowa peptydaze sygnatowa (Ait-Goughoulte i wsp., 2006). Uwaza
sie, ze w warunkach natywnych czasteczki biatka C tworzag homomultimery gromadzace si¢
gtownie w ER. Co wigcej, maja one zdolno§¢ do samoczynnej organizacji w czasteczki
wirusopodobne (Roingeard i wsp., 2011). Podczas skladania kapsydu biatko rdzenia
oddziatluje z RNA wirusowym tworzac nukleokapsyd. Poza tym bialko rdzeniowe pelni
funkcje regulacyjne podczas translacji RNA, a dodatkowo moze ono takze uczestniczy¢
w takich procesach jak apoptoza, metabolizm lipidow oraz rozwoj raka
watrobowokomorkowego (Dubuisson i Cosset, 2014; Mani i wsp., 2021).

Glikoproteiny ostonkowe E1 oraz E2 odgrywaja kluczowa role w réznych etapach
cyklu zyciowego HCV (np. skladanie czastek zakaznych, wnikanie wirusa do komorki
gospodarza, fuzja z blong endosomalng) (Falkowska i wsp., 2007) i zostang omowione

w osobnym podrozdziale.
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Biatko p7 peti funkcj¢ kanalu jonowego. Sktada si¢ ono z 63 aminokwasow i tworzy
heksamery lub heptamery o aktywnos$ci kanatow kationowych, co wskazuje na przynalezno$¢
do rodziny wiroporyn (Chandler i wsp., 2012). Udowodniono, ze p7 jest niezbedne do
sktadania 1 uwalniania zakaznych czasteczek wirusa zaréwno in vitro, jak 1 in vivo. Jednakze
jego doktadna 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 cigcie prekursora poliproteiny na polaczeniu biatek
NS2/NS3, a jej dziatanie jest dodatkowo wzmacniane przez N-koncowg cze$¢ biatka NS3
(Schregel i wsp., 2009). Sama proteaza NS2 nie jest niezbedna do przeprowadzania replikacji
RNA, ale jej dzialanie jest konieczne do uwolnienia w petni funkcjonalnego biatka NS3,
a tym samym do promowania replikacji wirusowego RNA (Jirasko i wsp, 2010).

Biatka NS3 oraz NS4A tworza funkcjonalny kompleks 1 z tego powodu zostang
omoéwione wspolnie. NS3 jest biatkiem o masie czasteczkowej 70 kDa petnigcym funkcje
proteazy serynowej oraz helikazy. Z kolei biatko NS4A dziata jako kofaktor dla proteazy
serynowej NS3. Proteaza NS3 odgrywa kluczowa role w przetwarzaniu poliproteiny HCV
porzez jej w 4 miejscach (pomigdzy biatkami: NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/NSS5A,
NS5A/NS5B). Rozszczepia rowniez TRIF — biatko adaptorowe receptora TLR3 (ang. Toll-
like receptor 3) i mitochondrialne przeciwwirusowe biatko sygnalizacyjne MAVS, blokujac
w ten sposob komorkowy szlak indukcji interferonu typu I (Garcia-Sastre i Biron, 2006;
Morikawa 1 wsp., 2011). NS3 jest jednym z kluczowych celow dzialania lekéw
przeciwwirusowych.

NS4B jest stosunkowo stabo scharakteryzowanym, hydrofobowym biatkiem. Jego
masa czasteczkowa wynosi 27 kDa 1 sklada si¢ z 261 aminokwaséw. NS4B indukuje
tworzenie tzw. sieci bloniastej, polegajace na powstawaniu pecherzykoéw stuzacych jako
rusztowanie dla kompleksu replikacyjnego HCV. Poza tym wiadomo, ze biatko to oddziatuje
z innymi wirusowymi biatkami niestrukturalnymi, a takze ma zdolno$¢ wigzania wirusowego
RNA (Einav 1 wsp. 2008). Wyniki badan biochemicznych, strukturalnych i genetycznych
wskazuja, ze NS4B jest glownym organizatorem tworzenia kompleksu replikacyjnego HCV
(Rai i Deval, 2011).

NS5A jest fosfoproteing odgrywajaca kluczowa role w modulowaniu replikacji RNA
1 tworzeniu wiriondw potomnych (Tellinghuisen 1 wsp., 2004). Biatko to wystepuje w dwoch
formach: fosforylowanej (56 kDa) i hiperfosforylowanej (58 kDa) (Evans i wsp., 2004; Appel

1 wsp., 2005). Oprocz swojej niezaprzeczalnej roli w replikacji, NSSA poczatkowo wzbudzito
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znaczne zainteresowanie ze wzgledu na jego potencjalng role¢ w modulowaniu odpowiedzi
interferonowej, jednakze w dalszym ciggu pozostaje to kwestig kontrowersyjng (Kumthip
i wsp., 2012).

Kluczowym biatkiem odpowiedzialnym za replikacje wirusowego RNA jest NS5B,
bedace RNA-zalezng polimerazg RNA. Jest to enzym o masie czgsteczkowej 68 kDa
sktadajacy sie z 591 aminokwaséw. Aktywno$¢ enzymatyczna NS5B jest modulowana przez
interakcj¢ z niektorymi innymi biatkami wirusowymi, takimi jak NS3 oraz NS5A
(Bartenschlager i wsp., 2004). Badania z wykorzystaniem krystalografii strukturalnej
ujawnity, ze NS5B posiada typowy ksztalt polimerazy ,,praworgcznej” z subdomena palca,
dioni i kciuka. Kluczowa informacja jest to, ze polimeraza ta nie posiada wlasciwosci
korektorskich, co prowadzi do powstawania licznych mutantow (Boyce i wsp., 2014). Ze
wzgledu na swoja kluczowa role w replikacji wirusa, biatkko NS5B jest uwazane za
najwazniejszy cel dziatania lekow przeciwwirusowych.

4.5. Bialka wirusowe biorace udzial w wejSciu wirusa do komorki gospodarza —
glikoproteiny E1 i E2

Glikoproteiny ostonkowe E1 i E2 sg biatkami transbtonowymi typu I z C-koncowa
domeng przezblonowg (ang. Transmembrane domain, TMD) i tworzagcymi heterodimer. E1
1 E2 w czasie dojrzewania nie podlegaja cigciu proteolitycznemu, lecz sa bezposrednio
eksprymowane jako funkcjonalne biatka wymagajace pdzniej heterodimeryzacji
i glikozylacji. Uwaza si¢, ze El1 jest pierwszym biatkiem, ktore uzyskuje funkcjonalng
konformacje konieczng do prawidtowego faldowania E2 1 heterodimeryzacji. Moze to
sugerowa¢, ze El dziala jako biatko opiekuncze dla E2 (Brazzoli i wsp., 2005; Douam
I wsp., 2015). W czasie heterodimeryzacji powstaja wewnatrzczasteczkowe mostki
dwusiarczkowe. E1 1 E2 posiadajag odpowiednio 8 i 18 cystein, tworzacych 4 1 9 mostkow
dwusiarczkowych. Struktury te w obrgbie glikoproteiny E2 sg niezbgdne do wigzania CDS81
I rozpoznawania przez przeciwciata (Fenouillet i wsp., 2008).

Obie glikoproteiny sa silnie modyfikowane potranslacyjnie — kazda z nich posiada
liczne miejsca N-glikozylacji. E1 i E2 posiadaja odpowiednio 5 i 11 miejsc N-glikozylacji,
a masa glikanéw stanowi prawie potowe catkowitej masy biatek (Rysunek 6). Oligosacharydy

sg dodawane do asparaginy (Asn) wedtug wzoru Asn-X-Ser/Thr (Beljelarskaya i wsp., 2016).
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Miejsca N-glikozylacji zalezne

od genotypu

N1 N2 N3 1b&6 2b N4

192 353 383
El

(196) (209) (234) (250) (299)(305)

N1IN2N3 N4 N5 N6N7 N8 N9 N10 Ni1
411 “ 519 535 718 746

¥4 HVR1 cp81 T™D

(417)(423)(430) (448) (476) (532)(540) (556)  (576) (623)  (645)

Rys. 6 Schemat miejsc N-glikozylacji glikoprotein E1 i E2. Kazde z miejsc N-glikozylacji
oznaczono literg ,,N”, wraz z liczba wskazujgca pozycj¢ miejsca glikozylacji w sekwencji (na
podstawie sekwencji genotypu la HCV (GenBank: AF009606.1) (na podstawie LeBlanc
i wsp., 2021).

Wigkszo$¢ tych miejsc jest wysoce konserwowana wsrod genotypow. Glikany te petnig liczne
funkcje, m. in zalezne od nich sa: faldowanie i sktadaniu glikoprotein ostonki (miejsca E1IN1,
E2N8 1 E2N10), zakazno$¢ czastek wirusowych (miejsca E2N3 i E2N7), czy unikanie
przeciwcial neutralizujacych (E2N1, E2N2, E2N4, E2N6 i E2N11) (Yechezkel i in., 2021).

Glikoproteina E1 jest znacznie mniejsza od E2 (odpowiednio 192 aminokwasy i 365
aminokwasow) 1 jak juz wspomniano, posiada cztery konserwowane potencjalne miejsca
N-glikozylacji (w pozycjach 196, 209, 234 i 305), podczas gdy piate miejsce glikozylacji
(N250) jest specyficzne dla genotypéw 1b i 6 (Zhang i wsp., 2004). Analiza bioinformatyczna
sekwencji E1 we wszystkich genotypach wykazala, ze biatko to zawiera 4 konserwowane
domeny biatkowe (Rysunek 7): domen¢ N-koncowsg (ang. N-terminal domain, NTD)
zlokalizowang pomiedzy aminokwasami 192 1 239, prawdopodobny peptyd fuzyjny (ang.
Putative fusion peptide, pFP) — aminokwasy 272-285, region konserwowany (ang. Conserved
region, CR) — aminokwasy 302—-329 oraz C-koncowa domene przezblonowa — aminokwasy
353-383 (Tong i wsp., 2018). NTD zawiera cztery konserwowane cysteiny tworzace wigzania
dwusiarczkowe. Co wazne, wigkszos¢ miejsc glikozylacji E1 oraz zidentyfikowanych
epitopow dla przeciwcial znajduje si¢ wlasnie w tej domenie. Fakt ten moze sugerowac
powierzchniowg ekspozycje domeny N-koncowej (Maurin i wsp., 2011.). Domena pFP jest
silnie konserwowana, a jej rolg jest prawdopodobnie udzial w fuzji ostonki wirusowej 1 btony
komorkowej gospodarza podczas wnikania HCV. Natomiast ostatnia z domen, TMD, nie
tylko pelni rol¢ peptydu sygnatowego dla E2, ale takze jest niezbedna do tworzenia
heterodimeru z E2 (Douam i wsp., 2015).
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Glikoproteina E1

¢ Prawdopadobny Rejon Domena
Domena N-koncowa peptyd fuzyjmy konserwowany przezhlonowa
192 239 272 285 302 329 353 383

Rys. 7 Schemat organizacji domen glikoproteiny El1 (Numery oznaczajace kolejnos¢
aminokwasow na podstawie sekwencji genotypu 1la HCV (GenBank: AF009606.1).

Jak juz zostato wspomniane, glikoproteina E2 odgrywa kluczowa role w procesie wejscia
wirusa do komoérek gospodarza. Jest biatkiem wigzacym receptory na powierzchni
hepatocytow 1 tym samym glownym celem dziatania przeciwcial neutralizujacych.
Ektodomena E2 jest silnie zmodyfikowana przez dziewig¢ wigzan dwusiarczkowych, ktére
przyczyniaja si¢ do jej wysokiej stabilno$ci termicznej — temperatura topnienia E2 wynosi az
85°C (Kong i wsp., 2016). Glikoproteina ta posiada 11 wysoce konserwatywnych miejsc
N-glikozylacji (Rysunek 6). Dziewie¢ z nich jest konserwowanych pomigdzy genotypami
1 znajduja si¢ w pozycjach: 417 (E2N1), 423 (E2N2), 430 (E2N3), 448 (E2N4), 532 (E2N6),
556 (E2N8), 576 (E2N9), 623 (E2N10) i 645 (E2N11) — numery aminokwasow zgodne
z sekwencjg genotypu la HCV (GenBank: AF009606.1). Dwa pozostale miejsca
N-glikozylacji sg rowniez obecne w wigkszosci genotypow, z wyjatkiem genotypu 1b (E2NS5)
oraz genotypow 3 1 6 (E2N7). Co wazne, pomimo duzej zmienno$ci genetycznej wirusa HCV,
wigkszo$¢ miejsc N-glikozylacji pozostaje niezmienna, co sugeruje istotng ich role w cyklu
zyciowym HCV (Goffard 1 wsp., 2005). Dane literaturowe wspominaja takze o mozliwosci
pojawienia si¢ dodatkowych miejsc glikozylacji. Przyktadem moze by¢ miejsce glikozylacji
zlokalizowane wewnatrz rejonu hiperzmiennego (HVR495) genotypu 3a, zidentyfikowane
u pacjentow pakistanskich. Istnienie dodatkowych glikanow moze stanowi¢ forme

przystosowania si¢ do zmian $rodowiskowych (Anjum i wsp., 2013).

Glikoproteina E2

. i 2 Petla wiazaca Rejon zmienny Warstwa Domena
ejon zmienny cD8l 3 tylna przezbtonowa

384 410 460 485 519 536 570 581 597 645 699 746

Rys. 8 Schemat organizacji domen glikoproteiny E2 (Numery oznaczajace kolejnosé
aminokwasow na podstawie sekwencji genotypu 1la HCV (GenBank: AF009606.1).
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Podobnie jak w przypadku El, w ektodomenie E2 wyrdézni¢ mozna szereg domen:
N-koncowy rejon hiperzmienny 1 (ang. Hypervariable region 1, HVR1), centralng domeng
rdzeniowg oraz C-koncowy region laczacy ektodomene E2 z regionem TM (Rysunek 8
1 Rysunek 9). Domena rdzeniowa sklada si¢ z centralnej struktury B-spinki do wlosow
otoczonej przez N-koncowa przednig warstwe i C-koncowg tylng warstwe oraz petli wigzacej
receptor CD81. E2 posiada rdwniez trzy regiony zmienne: HVR1 oraz regiony zmienne 2 i 3
(ang. Variable region, VR2 i VR3), przyczyniajace si¢ do ucieczki wirusa przed dzialaniem

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

Rejon zmienny 3

Warstwa
tylna
Petla
Warstwa wigzaca
przednia CD81

Rys. 9 Model trzeciorzedowej struktury glikoproteiny E2 genotypu la H77 E2c¢ (PDB:
4AMWEF) (Na podstawie Yechezkel i in., 2021).

Glikoproteina E2 nalezy rowniez do bialek cechujacych sie wysoka wewnetrzng
elastycznoscig — regiony zmienne E2, miejsce antygenowe AS412 (ang. Antigenic site 412),
czy rejon wigzania receptora CD81 wykazuja wysoka zmienno$¢ konformacyjnag.
Udowodniono, ze ze konformacja struktury B-spinki do wlosow AS412 jest zwigzana
Z opornoscia na dziatanie przeciwciat neutralizujacych (Augestad i wsp., 2021). Na
powierzchni infekcyjnych wirionéw heterodimery E1E2 istnieja prawdopodobnie
w dynamicznej rownowadze miedzy stanami konformacyjnymi ,,otwartymi” (wrazliwymi na
dzialanie przeciwcial neutralizujgcych) 1 ,,zamknigetymi” (opornymi na dziatanie przeciwciat)
(Rysunek 10). Zmienno$¢ glikoprotein moze wptywac na te rownowage i niejako regulowac
ekspozycje epitopow. Wspomniana uprzednio konformacja spinki do wlosow (AS412) jest

zwigzana ze stanem ,,zamknigtym”. Ta opisana dynamika struktury glikoprotein HCV
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prawdopodobnie odgrywa kluczowa role w ,ukrywaniu si¢” przed dzialaniem uktadu
immunologicznego. Nadal jednak wiele kwestii w tym temacie pozostaje niejasnych
(Augestad i wsp., 2020).
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Rys. 10 Model elastycznosci konformacyjnej rejonu AS412 w oparciu o strukturg
krystaliczng AP33 bNAb-AS412 (Na podstawie Tzarum i wsp., 2018).
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4.6. Epidemiologia i patogeneza zakazen HCV

Wirus zapalenia watroby typu C wcigz stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia
publicznego. Szacuje si¢, ze 46—76 miliondw ludzi na Swiecie jest przewlekle zakazonych
HCV, co roku dochodzi do okoto 1,5 miliona nowych przypadkow zakazen, a 242 000 osob
rocznie umiera w nastgpstwie powiktan zwigzanych z zakazeniem HCV (Robinson 1 wsp.,
2023). Powszechnie wiadomo, ze wirus zapalenia watroby typu C moze powodowaé
przewlekte wirusowe zapalenie watroby — ciche, ale postepujace schorzenie, ktére przez 10-
15 lat moze prowadzi¢ do marskosci watroby i1 raka watrobowokomorkowego (ang.
Hepatocellular carcinoma, HCC). Przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu C jest
réwniez najczestszym wskazaniem do przeszczepienia watroby w Stanach Zjednoczonych,
Australii 1 wigkszos$ci krajow Europy (Dultz i wsp., 2017; Martini S., 2018). HCV replikuje
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si¢ w cytoplazmie hepatocytow. Trwala infekcja prawdopodobnie polega na szybkiej
produkcji wirusa i cigglym rozprzestrzenianiu do nowych komorek przy jednoczesnym braku
wlasciwej odpowiedzi immunologicznej ze strony limfocytow T (Larrubia i wsp., 2014).

Wirusowe zapalenie watroby typu C przenoszone jest droga pozajelitowa — gldwnie
poprzez kontakt z zakazong krwig. Poniewaz produkty krwiopochodne do transfuz;ji stajg si¢
coraz bardziej bezpieczne dzigki skutecznym testom wirusologicznym, gtownymi drogami
przenoszenia HCV w wigkszosci krajow pozostaja: dozylne zazywanie narkotykow,
ryzykowne czynno$ci seksualne, przeszczep narzadow od zakazonego dawcy, narazenie
zawodowe, hemodializy, narazenie w gospodarstwie domowym, narodziny dziecka zakazonej
matki i donosowe uzywanie kokainy. Wedtug amerykanskiego Centrum Kontroli i Prewencji
Choréb (ang. Centers for Disease Control and Prevention, CDC) za 60% przypadkéw zakazen
HCV w USA w latach 1991-1995 odpowiedzialne byto dozylne zazywanie narkotykow.
Dlatego tez skuteczne zwalczanie wirusowego =zapalenia watroby typu C wymaga
skutecznych strategii redukcji szkdéd zwigzanych z dozylnym przyjmowaniem narkotykéw
(Schreiber i wsp., 1996; Dodd i wsp., 2002; Ghany i wsp., 2020).

Zakazenie wirusem zapalenia watroby tupu C samoogranicza si¢ tylko w przypadku
15-25% pacjentow. U wigkszosci os6b zakazonych wirusem HCV nie dochodzi do
samoczynne] eliminacji zakazenia, a sama infekcja przechodzi w posta¢ przewlekta (Rysunek
11). Przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu C charakteryzuje si¢ utrzymywaniem si¢
RNA HCV we krwi przez co najmniej 6 miesigcy po wystapieniu fazy ostrej zakazenia. Na
czestos¢ przewleklego zakazenia HCV wplywa wiele czynnikéw, w tym wiek w chwili
zakazenia, pte¢, pochodzenie etniczne oraz rozwdj zottaczki podczas ostrej fazy infekcji

(Hajarizadeh i wsp., 2013).

28



Ostre wirusowe Samoczynne
zapalenie watroby ustgpienie choroby
l (15-25% przypadkow)

[ Przewlekte zapalenie ]

watroby
Zwtdknienie watroby — Marskosé watrob _— Rak
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Rys. 11 Przebieg i progresja choréb watroby spowodowanych zakazeniem wirusem HCV.

Ostra faza zakazenia HCV trwa okoto 6 miesigcy od momentu infekcji 1 u wigkszosci
pacjentow przebiega z wystepowaniem objawow takich jak: zoltaczka (40%), zmeczenie
(80%), bal brzucha (50%) 1 niestrawnos¢ (40%). Rozpoznanie zakazenia HCV opiera si¢ na
detekcji  wirusowego RNA i/lub przeciwcial anty-HCV w surowicy dotychczas
seronegatywnego pacjenta — wynik dodatni w badaniu RNA mozliwy jest do uzyskania juz po
dwoch tygodniach od zakazenia, natomiast przeciwciata anty-HCV moga zosta¢ wykryte po
8 tygodniach (Moosavy i wsp., 2017). Przewlekta faza zakazenia HCV rozpoczyna si¢, kiedy
wirusowe RNA jest wcigz wykrywalne w surowicy pacjenta po 6 miesigcach od zakazenia.
Niektore czynniki, takie jak: pte¢ meska, koinfekcja HBV/HIV, spozywanie alkoholu,
insulinooporno$¢, niealkoholowe stluszczenie watroby, otylo§¢ oraz immunosupresja zostaty
okreslone jako przyczyny przejscia w faze przewlekla u pacjentow z zakazeniem HCV.
Przewlekle zakazenie wirusem zapalenia watroby przyczynia si¢ do postgpujacego
uszkadzania hepatocytow 1 prowadzi do rozwoju marskosci watroby (15-25%)
i raka watrobowokomorkowego (1-3%) u zakazonych pacjentow, ktorzy nie otrzymali
odpowiedniego leczenia (Rysunek 11) (Chen i Morgan, 2006; Ward J.W., 2014). Liczne
badania wykazaly, Ze przewlekle spozywanie alkoholu jest gléwnym zewnetrznym
czynnikiem ryzyka progresji przewlekltego wirusowego zapalenia watroby typu C do
marskosci watroby i ostatecznie HCC. Czynniki ryzyka ze strony gospodarza obejmuja
ponadto: wiek w momencie zakazenia (prognozy gorsze wraz z wiekiem), pte¢ me¢ska, stopien

zapalenia 1 zwloknienia w biopsji watroby, koinfekcja HIV/HBV oraz choroby
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wspotistniejagce (np. immunosupresja, insulinoopornos¢, niealkoholowe stluszczeniowe
zapalenie watroby). Szczegélnie insulinooporno$¢ wydaje si¢ by¢ zwigzana z nasileniem
wiloknienia watroby i zmniejszong odpowiedzia na leczenie anty-HCV (Ryder i wsp., 2004,
D'Souza i wsp., 2005; Chen i Morgan, 2006).

Przewlekta infekcja wirusem HCV wigze si¢ z licznymi manifestacjami
pozawatrobowymi. Dochodzi do nich u 1-2% zakazonych i moga obejmowac one liczne
uktady 1 narzady. Najczgéciej wymienia si¢ schorzenia ukladu moczowego, problemy
dermatologiczne, hematologiczne 1 reumatologiczne. Wsrdd nich najbardziej powszechna jest
mieszana krioglobulinemia. Wedlug danych literaturowych krioglobuliny obecne sa nawet
u 50% pacjentow z przewlektym zakazeniem HCV, a wystepujace u tych pacjentdow objawy
kliniczne s3 spowodowane odktadaniem si¢ kompleksow immunologicznych w réznych
narzadach (Bunchorntavakul i wsp., 2018). Inne czg¢sto wymieniane objawy pozawatrobowe
obejmuja m.in. zapalenie kigbuszkéw nerkowych, porfiri¢ skorng p6zng, czy bielactwo
nabyte. Istniejg rowniez dane sugerujace zwigzek miedzy przewleklym zakazeniem wirusem
zapalenia watroby typu C, a chloniakami nieziarniczymi 1 Hodgkina oraz
autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy, jednakze pozostaje niejasne, czy choroby te
spowodowane sg bezposrednio infekcja HCV, czy stymulacja immunologiczng wynikajaca
z przewleklej fazy zakazenia (Chen 1 Morgan, 2006).

4.7. Odpowiedz immunologiczna organizmu skierowana przeciwko HCV i jej
unikanie

Wrodzona odpowiedz immunologiczna, stanowigca pierwsza, niezbedng barierg
w  kontrolowaniu wirusOw  cytopatycznych, jest niewystarczajgca w infekcjach
niecytopatycznych, takich jak zakazenie wirusem HCV. Odpowiedz ta nie tylko ogranicza
rozprzestrzenianie si¢ wirusa, ale takze aktywuje adaptacyjng odpowiedz immunologiczng. To
wlasnie odpowiedz adaptacyjna, petnigca role drugiej linii obrony, odgrywa gidwng role
w przeciwdziataniu zakazeniu wirusem HCV, ze wzgledu na zdolno$¢ tego wirusa do
unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Odpowiedz adaptacyjng mozna podzieli¢
na dwa rodzaje reakcji: humoralng (udzial przeciwcial neutralizujacych oraz
nieneutralizujagcych) 1 komoérkowa (udzial limfocytow oraz  komorek  uktadu
immunologicznego). Co wazne, limfocyty T nie tylko biorg udziat w bezposrednim usuwaniu
zakazonych komorek, ale takze zaangazowane s3 Ww wytwarzanie rozpuszczalnych

czynnikdéw, usuwajacych wirusa w sposob niecytolityczny, co moze sprzyja¢ bezposredniemu
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uszkodzeniu watroby i przycigganiu niespecyficznych komorek zapalnych (Guidotti i Chisari,
2006, Wang i wsp., 2011).

Po skutecznym zakazeniu wirusem HCV u prawie wszystkich pacjentow indukowana jest
odpowiedz ze strony limfocytow T CD8+, ktdore pojawiajg si¢ we krwi po 6—8 tygodniach od
momentu infekcji. Przyczyny tego opOznienia nie sg znane. W tym czasie poziom wiremii,
cho¢ utrzymuje si¢ na stosunkowo wysokim poziomie, podlega kontroli wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej (np. komorki NK i interferony typu I (IFNa) i III (IFNA)).
Warto zauwazy¢, ze limfocyty T CD8+ specyficzne dla HCV nie wytwarzajg cytokin
przeciwwirusowych, takich jak interferon-gamma, we wczesnej fazie ostrej infekcji. Tak
p6zne pojawienie si¢ odpowiedzi limfocytow T CD8+ zbiega si¢ w czasie z poczatkiem
przewleklej fazy zakazenia, trwalym zajgciem watroby oraz spadkiem miana wirusa (Sung
i wsp., 2014). Jednakze w ostrej fazie zakazena wczesna ekspresja receptora IL-7 alfa
(CD127) i czynnika transkrypcyjnego T-bet (ang. T-box expressed in T cell) na limfocytach T
CD8+ wigze si¢ ze skuteczng odpowiedzig immunologiczng oraz neutralizacja wirusa.
Niejasne jest, dlaczego po wstgpnym pobudzeniu odpowiedzi limfocytéw T CD8+ o podobnej
sile i podobnych cechach (funkcjonalnych/fenotypowych), u jednej osoby dojdzie do
ustapienia infekcji, za$ u innej zakazenie przejdzie w posta¢ przewlekla (Kurktschiev i wsp.,
2014). Warto zauwazy¢, ze limfocyty T CD8+ do pelnienia swojej funkcji efektorowej
wymagajg dziatania limfocytow T CD4+, zatem brak tego wspotdziatania wydaje si¢ by¢
mozliwym mechanizmem przyczyniajacym si¢ do trwato$ci wirusa. Same za$ limfocyty T
CD4+ swoiste dla HCV w ostrej fazie infekcji sa aktywowane, namnazane i biorg udziat
w wieloswoistej i wielofunkcyjnej odpowiedzi immunologicznej. W opozycji do tego stanu,
kiedy infekcja przechodzi w fazg przewlekla, komorki CD4+ sg szybko usuwane (Schulze Zur
Wiesch i wsp., 2012, Smith i wsp., 2021).

Jak juz zostato powiedziane, u zdecydowanej wiekszos$ci pacjentow (70%) organizm nie
jest w stanie usung¢ ostrego zakazenia HCV 1 infekcja przechodzi w faze przewlekls. Istnieja
dwa gtéwne mechanizmy odpowiedzialne za to zjawisko: wyczerpanie limfocytow T oraz
ucieczka samego wirusa przed ukladem immunologicznym gospodarza. Dodatkowo,
wytwarzanie cytokin immunomodulujacych przez limfocyty T regulatorowe (Treg) takze ma
wplyw na niewydolno$¢ limfocytow T specyficznych dla HCV (Jung i Shin, 2016). Pierwszy
z mechanizmdw polega na zachodzeniu zmian w fenotypie, funkcjonalnosci oraz profilach:
epigenetycznym oraz transkrypcyjnym limfocytow poprzez ciagla stymulacje antygenami

wirusowymi. Wyczerpanie limfocytéw T prowadzi do stopniowej utraty ich funkcji
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efektorowych: zdolnosci proliferacyjnej, wydzielania cytokin oraz utraty cytotoksycznosci
(Nakamoto 1 wsp., 2008). Z kolei ucieczka wirusa przed dzialaniem limfocytoéw T CD8+
zwykle wystepuje we wczesnej fazie infekcji 1 polega na kumulowaniu si¢ mutacji
zlokalizowanych wewnatrz epitopow zwigzanych z trwato$cig wirusa, a tym samym na
zmiejszeniu si¢ liczby dostepnych funkcjonalnych epitopow (Rysunek 12). Przyktadem takich
mutacji mogg by¢ zmiany w rejonach wiazacych czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci
tkankowej (ang. Major histopatibility complex, MHC) klasy | (Walker i wsp., 2015).
W niektorych przypadkach mozliwe jest zastgpienie oryginalnej sekwencji wirusa przez te
tzw. ,,warianty ucieczkowe”, co moze przyczyni¢ si¢ do utraty epitopéw dla limfocytow T

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

Usuniecie wirusa w ostrej
fazie infekcji Przewlekta faza infekcji

Poziom wiremii Poziom wiremii

ees CD4+
-  CD8+

$e

Liczba epitopow dla limfocytow T
Liczba epitopow dla limfocytow T

Czas (miesigce//lata Czas (miesigce//lata

Rys. 12 Przyktad ucieczki wirusa HCV przed dziataniem limfocytéw T (na podstawie Dustin
L.B., 2017).

Istniejg kontrowersje dotyczace roli limfocytow B w zwalczaniu ostrej fazy zakazenia
HCV. Poczatkowo sadzono, ze komorki te jedynie w niewielkim stopniu przyczyniajg si¢ do
eliminacji wirusa. Jednakze wiele doniesien naukowych wykazato mozliwo$¢ istnienia
korelacji miedzy wczesnym pojawieniem si¢ przeciwcial neutralizujagcych w czasie ostrej
infekcji, a eliminacjg zakazenia. Niestety jedynie niewielka cze$¢ przeciwciat specyficznych
dla HCV ma zdolno$¢ neutralizowania czgstek wirusowych in vitro, a zdecydowana
wigkszo$¢ z nich celuje w region hiperzmienny 1 (HVRI1) glikoproteiny E2 (Raghuraman
1 wsp., 2012; Osburn i1 wsp., 2014). Badania te wykazaly réwniez, Ze przeciwciala
neutralizujace indukowane w czasie ostrego zakazenia majg szerokie mozliwosci krzyzowego
rozpoznawania wirusowych quasi-gatunkow i szczepow, nawet z réznych genotypéw HCV.
Co wigcej, przeciwciala te wykazaly dziatanie ochronne w czasie do$wiadczen ze

zwierzetami oraz umozliwily usuni¢cie infekcji HCV u chimerycznych myszy
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z humanizowana watrobg (Law i wsp., 2008; De Jong i wsp., 2014; Keck i wsp., 2016)
i szympanséOw (Morin i wsp., 2012). Tak jak wspomniano wczesniej, przeciwciata
o wilasciwos$ciach neutralizujagcych rozpoznaja konformacyjne, nieciagte epitopy w obrebie
glikoproteiny E2. NajczeSciej wymieniane epitopy to tzw. regiony antygenowe
(ang. Antigenic regions, AR) 1-5, domeny A-E i epitopy I-11I (Rysunek 13). Warto zauwazy¢,
ze niektore z nich w duzym stopniu pokrywaja si¢ ze soba lub nawet reprezentuja identyczne
reszty wigzace. Co wigcej, obecnosé/brak licznych reszt cukrowych na powierzchni biatka E2

przyczynia si¢ do zmniejszenia lub zwigkszenia dostepnosci tych epitopow.

Rejon
antygenowy 3
(AR3)

Rys. 13 Organizacja domen antygenowych zlokalizowanych w przedniej czgsci glikoproteiny
E2 (PDB: 6MEJT) (na podstawie Dustin L.B., 2017).

Zdolno$¢ neutralizujaca przeciwciat skierowanych przeciwko powyzszym epitopom jest
bardzo zroéznicowana. Wielokrotnie wykazano, ze epitopy AR3/domena B i AR4 indukuja
przeciwciala o najwigkszym potencjale neutralizacyjnym, podczas gdy immunoglobuliny
skierowane przeciwko domenie A oraz rejonowi AR1 majg ograniczong zdolno$¢
neutralizacji lub nie maja jej wcale. Domena C i1 rejon AR2 takze indukuja powstanie
przeciwcial neutralizujacych, jednakze sa one czesto specyficzne dla konkretnych genotypoéw
wirusowych (Brasher i wsp., 2021).

Pomimo opisanych postepow w zrozumieniu roli specyficznych przeciwciatl anty-
HCV, niejasne pozostajag powody, dla ktérych limfocyty B nie wytwarzaja znacznych ilo$ci

przeciwcial neutralizujagcych u wigkszosci pacjentow. Podsumowujac, immunologiczna
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odpowiedz humoralna, przejawiajaca si¢ poprzez produkcje przeciwciat neutralizujacych, jest
prawdopodobnie waznym sktadnikiem naturalnego procesu eliminacji wirusa HCV i1 moze
stanowi¢ atrakcyjny cel dla rozwoju szczepionek. Konieczne jest prowadzenie dalszych prac
badawczych, aby w pelni zrozumie¢ dzialanie ochronne przeciwcial, a takze mechanizmy
stojgce za niepowodzeniem w zwalczaniu przez nie zakazenia wirusem zapalenia watroby

typu C.

4.8. Diagnostyka zakazen HCV

W maju 2016 r. Swiatowe Zgromadzenie Zdrowia przyjeto pierwsza globalng strategie
dotyczaca wirusowego zapalenia watroby na lata 2016-2020. Jej glownym zatozeniem byta
eliminacja wirusowego zapalenia watroby jako zagrozenia zdrowia publicznego do 2030 r.
Strategia ta zaktadata zmniejszenie o 90% liczby przypadkéw nowych przewlektych zakazen
1 zmniejszenie $miertelnosci o 65% w porownaniu z wartos$cig wyjsciowa z 2015 r. Podobnie
w maju 2022 r. 75. Swiatowe Zgromadzenie Zdrowia ustanowito szereg nowych strategii
obejmujacych HIV, WZW i zakazenia przenoszone drogg piciowa na lata 2022-2030.
Kluczowa wytyczng zawarta w obu strategiach bylo dazenie do maksymalnego
rozpowszechnienia badan przesiewowych umozliwiajagcych wykrywanie przeciwcial anty-
HCV oraz detekcj¢ wirusowego RNA jako kwalifikacj¢ do leczenia (World Health
Organization. Global Hepatitis Report 2017). W celu oceny stopnia zaawansowania zaleca si¢
metody nieinwazyjne — za najbardziej efektywna uznaje si¢ elastografi¢ dynamiczna,
umozliwiajacg pomiar sztywnosci tkanki watrobowej (Knop 1 wsp., 2021). W przypadku
komplikacji w rozpoznaniu, takich jak: podejrzenie wspotistnienia choréb watroby o rdznej
etiologii, brak powigzania wyniku badania nieinwazyjnego ze stanem klinicznym pacjenta lub
uzyskanie odmiennych wynikow badan z zastosowaniem roéznych metod nieinwazyjnych
wskazane jest wykonanie biopsji watroby, ktorej wynik uznaje si¢ za rozstrzygajacy.

Szacuje sie, ze okoto 2,1 miliona dzieci ponizej 15 roku zycia cierpi z powodu
przewlektego WZW typu C. W Pakistanie i Egipcie odnotowuje si¢ najwyzszy odsetek dzieci
ponizej 5 roku zycia zakazonych HCV (odpowiednio 25% 1 50%). Bioragc pod uwage fakt, ze
najczestszg drogg zakazen HCV u dzieci jest droga wertykalna, zaleca si¢, aby wszystkie
dzieci zakazonych matek rutynowo badan¢ pod katem obecnosci HCV. Przeciwciala anty-
HCV przenikaja przez tozysko i mozliwe jest ich utrzymywanie si¢ we krwi dziecka przez 18
miesiecy, stad tez konieczne jest przeprowadzenie diagnostyki metodg PCR miedzy drugim,

a trzecim miesigcem zycia dziecka (Nwaohiri i wsp., 2018; Kushner i Reau, 2021).

34



4.9. Terapie anty-HCV u dorostych i dzieci

Pierwsze proby leczenia wirusoweg0 zapalenia watroby typu nie-A i nie-B zostaty
podjete w latach 80-tych XX wieku. Hoofnagle i wspolpracownicy, podejrzewajac wirusowa
etiologie choroby, podawali 10 pacjentom rekombinowany interferon alfa (ang. Interferon
alpha, IFN) przez okres 12 miesiecy, co przyczynito si¢ do znacznego spadku poziomu
transaminaz w surowicy oraz poprawy stanu watroby (Hoofnagle i wsp., 1986). Dalsze
prowadzone szerokozakrojone badania potwierdzity dziatanie IFNao w leczeniu WZW typu C
1 staty si¢ podstawa do wprowadzenia monoterapii rekombinowanym interferonem alfa jako
standardu leczenia (Di Bisceglie i wsp., 1989). Nastepnym etapem w leczeniu zakazen
wirusem HCV bylo wprowadzenie do schematu terapeutycznego analogu nukeozydowego —
rybawiryny (ang. Ribavirin, RBV). Poczatkowo probowano stosowaé ja w monoterapii
(analogicznie do IFN), jednakze jedynie dodanie jej do terapii interferonowej doprowadzito
osiaggnigcia trwatej odpowiedzi wirusologicznej (ang. sustained virological response, SVR)
u znacznego odsetka pacjentow (Brillanti 1 wsp., 1994, Hoofnagle i Seeff, 2006). Kolejnym
waznym osiggnieciem w walce z przewleklym WZW typu C bylo zastosowanie
pegylowanych interferonéw IFN. Modyfikacja ta wptynela korzystnie na farmakokinetyke
leku oraz wykazala wyzsza skuteczno$¢ przeciwwirusowa. Tym sposobem schemat leczenia
obejmujacy stosowanie rekombinowanych pegylowanych interferonow
w potaczeniu z rybawiryng stat si¢ ,,ztotym standardem” leczenia zakazen HCV az do roku

2011 (Rockstroh JK., 2015).

4.9.1. Preparaty o bezposredniej aktywnosci przeciwwirusowej — Direct Acting
Antivirals

Dzigki wynikom intensywnie prowadzonych prac badawczych nad biologig wirusa
HCV rozpoczgta sie¢ nowa era w walce z zakazeniami tym wirusem. W 2011 roku
dopuszczono do stosowania dwie substancje zaliczane do calkowicie nowej generacji
zwigzkow przeciwwirusowych, tak zwanych ,,direct acting antivirals” (DAAs): Telaprevir
i Boceprevir. Krok ten z pewnoscig stanowi jeden z najwazniejszych kamieni milowych
w historii zmagan z wirusem zapalenia watroby typu C. W przeciwienstwie do
niespecyficznie dziatajacych interferonow i rybawiryny, leki te celowaly bezposrednio
w biatka wirusowe zaangazowane w kluczowe etapy cyklu zyciowego HCV. Wspomniane
pierwsze opracowane DAAS zaliczane byly do inhibitorow proteazy (ang. Protease inhibitors,

PI), a mechanizm ich dziatania opierat si¢ na hamowaniu cigcia poliproteiny miedzy biatkami
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NS3 i NS4A. Chociaz monoterapia Telaprewirem lub Boceprewirem prowadzita do
gwaltownego spadku tempa replikacji wirusa HCV, indukowata ona roéwniez rozwoj
wariantow wirusa opornych na leczenie praktycznie u wszystkich pacjentow (Romano i wsp.,
2010). W zwigzku z tym konieczne bylo wprowadzenie terapii skojarzonej z pegylowanym
interferonem oraz rybawiryng. Ta tzw. terapia potrojna zwickszyta czesto§¢ wystgpowania
SVR o okoto 30% u pacjentow niepoddawanych uprzednio zadnej terapii w poroéwnaniu
z poprzednim standardowym schematem Peg-IFN-RBV (Foster i wsp., 2011; Silva i wsp.,
2013). Druga generacj¢ DAAs stanowily preparaty Sofosbuvir oraz Simeprevir — oba
uzyskaly aprobate Amerykanskiej Agencji Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration, FDA) w 2013 roku. Simeprevir réwniez nalezal do grupy inhibitorow
wirusowej proteazy, jednakze w przeciwienstwie do Telapreviru i Bocepreviru, mozliwe bylo
jego stosowanie wylacznie W pojedynczej dawce na dzieh. Drugi z lekéw, Sofosbuvir, to
inhibitor wirusowej polimerazy NS5B — glownego enzymu odpowiadajacego za replikacje
HCV. Co ciekawe Sofosbuvir posiada forme proleku i dopiero w organizmie pacjenta jest
przeksztalcany w aktywnag posta¢ leku. Stosowanie Sofosbuviru stato si¢ przelomowym
momentem w leczeniu zakazen HCV z dwoch powdow: jako pierwszy dopuszczony byt do
stosowania u pacjentow zakazonych genotypami 1-6 wirusa (pozostate DAAs ograniczaly si¢
wylgcznie do genotypu 1) oraz mozliwe bylo podawanie sofosbuwiru w skojarzeniu
z rybawiryng i z pominigciem interferonu (terapia bezinterferonowa). (Chmielewska i wsp.,
2015). Od tego momentu rozwo6j prac nad nowymi preparatami terapeutycznymi do
stosowania w leczeniu przewleklego WZWC gwalttownie przyspieszyl. Opracowane

i dopuszczone do stosowania rodzaje lekow z grupy DA As przedstawiono na Rysunku 14.
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Biatka strukturalne Biatka niestrukturalne

5’ _ 3’
Inhibitory proteazy |
(-previr) -
Inhibitory NS5A

Telaprevir

* Boceprevir (-asvir) . .

. Simeprevir «  Daclatasvir Inhibitory pczllmerazy
+  Vaniprevir * Ledipasvir (-buvir)

*  Paritaprevir * Ombitasvir »  Sofosbuvir

*  Grazoprevir *  Elbasvir * Dasabuvir

+  Glecaprevir *  Velpatasvir *  Filibuvir

+  Voxilaprevir *  Pibrentasvir +  Tegobuvir

Rys. 14 Rodzaje dopuszczonych do stosowania lekow o bezposrednim dziataniu
przeciwwirusowym (DAAS).

4.9.2. Aktualne wytyczne dotyczace terapii wirusowego zapalenia watroby typu
C

Leczenie dorostych pacjentow ze stwierdzong infekcja wirusem HCV ma na celu
eliminacj¢ zakazenia oraz zatrzymanie/cofnigcie zmian histologicznych w watrobie, co
przektada si¢ na zmniejszenie ryzyka rozwoju marskosci 1 raka watrobowokomoérkowego
(HCC). Kluczowa kwestig jest, aby terapi¢ rozpocza¢ jak najszybciej, takze u osob z faza
ostra zakazenia (bez czekania na samoczynng eliminacj¢ wirusa). Chorzy powinni by¢ jak
najszybciej kwalifikowani do leczenia. Decyzja o wyborze schematu leczenia zalezna jest od
nastepujacych czynnikow: aktualnej dostgpnosci, skutecznosci 1 profilu bezpieczenstwa lekow
przeciwwirusowych. Najnowsze zalecenia Polskiej Grupy Ekspertow ds. HCV obejmuja
podawanie pacjentom lekow przeciwwirusowych o bezposrednim dziataniu (DAA)
zarejestrowanych przez Europejskg Agencje Lekow (ang. European Medicines Agency,

EMA). Doktadny wykaz zalecanych preparatow zestawiono w Tabeli 2.
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Klasa NEVAYCR E

Inhibitory proteazy NS3 Glekaprewir

Woksylaprewir

Grazoprewir
Inhibitory Bialka NSSA Pibrentaswir

Welpataswir
Elbaswir (EBR)
Ledipaswir (LDV)

Inhibitor polimerazy NS5B Sofosbuvir

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

Co istotne, schematy lekowe glekaprewir/pibrentaswir,  sofosbuwir/welpataswir
i sofosbuwir/welpataswir/woksylaprewir mozna stosowa¢ niezaleznie od genotypu wirusa
stwierdzonego u pacjenta. Natomiast potgczenia sofosbuwir/ledipaswir i elbaswir/grazoprewir
ograniczaja si¢ do wybranych genotypow (odpowiednio: wszystkie genotypy z wytaczeniem
gt 3 oraz genotypy 1 i 4), zatem ich stosowanie jest zasadne wylacznie w sytuacji, gdy
podanie lekéw pangenotypowych jest niemozliwe (Tomasiewicz i wsp., 2023).

W  przypadku dzieci zakazonych wirusem HCV zalecenia ekspertow mowia
o konieczno$ci zastosowania terapii u wszystkich matoletnich pacjentéw, zaréwno tych
wczesniej nieleczonych, jak 1 leczonych bez powodzenia. Podobnie jak u pacjentéw
dorostych, rekomendowang metoda leczenia sa schematy bezinterferonowe — sa one
dopuszczone do uzycia u dzieci powyzej 3. roku zycia, niezaleznie od stopnia zaawansowania
choroby watroby. Preferowane sg terapie pangenotypowe (sofosbuwir/welpataswir lub
glekaprewir/pibrentaswir) w dawkach zaleznych od masy ciata pacjenta. Nalezy podkresli¢,
ze w przypadku dzieci terapia powinna odbywaé si¢ pod kontrola w o$rodkach
wyspecjalizowanych w leczeniu dzieci z przewleklym WZWC (Rana 1 wsp., 2021;

Tomasiewicz i wsp., 2023).

4.10. Szczepionka profilaktyczna skierowana przeciwko wirusowi HCV

Powszechnie wiadomo, ze szczepienia sg najbezpieczniejszym, 1 najbardziej
skutecznym narzedziem obrony przed zagrozeniami ze strony chordb zakaznych. Pierwsze

proby opracowania szczepionki przeciwko wirusowi HCV rozpoczgto na poczatku lat
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dziewigcédziesiatych. Preparaty te oparte byly na wektorach wirusowych niosgcych sekwencje
glikoprotein HCV (Ralston i wsp., 1993). Niestety pomimo uzyskania bardzo
optymistycznych wstepnych wynikow badan na modelu szympansim, nie zostaly one
dopuszczone do uzytku klinicznego (Choo i wsp., 1994). W kolejnych latach immunogennosé¢
licznych kolejnych potencjalnych preparatow szczepionkowych zostala poddana ocenie
z wykorzystaniem modeli zwierzecych. Szczepionki te bazowaly na calych bialkach
wirusowych, czasteczach wirusopodobnych, rekombinowanych wektorach oraz na DNA
(Bailey i wsp., 2019). Zastosowano rézne strategie majgce na celu wywolania odpowiedzi
limfocytow T swoistych dla HCV — obejmowaly one wykorzystanie konserwowanych
niestrukturalnych biatek wirusowych (NS3, NS4 i NS5) wraz z glikoproteinami ostonki (E1,
E2) i bez nich. Wigkszo$¢ kandydatow na szczepionki przetestowano na gryzoniach,
a niewielki ich podzbidr takze na makakach. Otrzymane wyniki wskazywaty na silng indukcje
komoérek T (Cox A.L., 2020). Ze wzgledu na koszty 1 ograniczong dostepnos$¢ szympansow,
zdecydowanie mniej potencjalnych preparatow szczepionkowych oceniono pod ich katem
skutecznos$ci w modelu szympansim. Szczepionki te obejmowaty czasteczki wirusopodobne
(ang. Virus-like particles, VLPs) zlozone z glikoprotein E1, E2, bialka C oraz,
rekombinowanych biatek NS oraz szczepionek genetycznych kodujacych biatka NS.
Otrzymano bardzo zréznicowane wyniki, prawdopodobnie w zwigzku z ograniczong liczba
zwierzat (mniej niz 6 zwierzat w jednym badaniu). Szczepionki genetyczne (zawierajace
DNA kodujace glikoproteiny ostonki) cho¢ wzbudzily odpowiedz zar6wnoze strony
limfocytéw T, jak 1 limfocytoéw B, nie zapewnity odpornosci przed zakazeniem HCV (Rollier
C i wsp., 2004; ElImowalid i wsp., 2007; Youn i wsp., 2008; Zubkova i wsp., 2014).

Sposréd  wszystkich preparatéw  wykazujacych skuteczno$¢ w  zapobieganiu
przewlektej infekcji w modelu szympansim, zaledwie dwa skierowano do testow klinicznych
na ludziach. Pierwszym z nich byla szczepionka pierwotnie opracowana przez Chiron
Corporation (obecnie Novartis), sktadajgca sie¢ z rekombinowanych glikoprotein E1 i E2
(genotyp la) podanych z adiuwantem MF59. U zdrowych ochotnikdw immunizacja wywotata
silng odpowiedz ze strony limfocytow T CD4+, a u niektorych biorcow dodatkowo wzbudzita
produkcje przeciwcial neutralizujacych zdolnych do krzyzowego rozpoznawania réznych
genotypéw wirusa. Pomimo tych zachgcajacych wynikéw, badania uzupeiniajace w celu
oceny skutecznos$ci jeszcze si¢ nie rozpoczety (Frey 1 wsp., 2010; Law 1 wsp., 2013). Drugim
kandydatem byla dwudawkowa szczepionka wektorowa opracowana przez Okairos

Corporation (obecnie GlaxoSmithKline). W pierwszej dawce podawano wektor bazujacy na
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rekombinowanym adenowirusie szympansim niosgcym sekwencje kodujace biatka
niestrukturalne. Druga dawka obejmowata podanie wektora pochodzacego z wirusa krowianki
i takze niosgcego geny kodujace biatka NS. Zakazenie szympanséw wirusem HCV
poprzedzone podaniem dwoch dawek wyzej opisanego preparatu przyczynito sie¢ do
wywotania odpowiedzi ze strony limfocytéw T oraz znacznego zmniejszenia poziomu
wiremii (Folgori 1 wsp., 2006). Z kolei u zdrowych ochotnikow zastosowanie takiego
schematu indukowato silng odpowiedz ze strony specyficznych limfocytow T CD4+ oraz
CD8+. Odpowiedz ta byta zblizona do reakcji organizmu podczas spontaniczej neutralizacji
wirusa w czasie infekcji pierwotnej (Swadling i wsp., 2014). Do badania klinicznego Il fazy
zakwalifikowano osoby nalezace do grupy wysokiego ryzyka i zazywajace narkotyki droga
iniekcji. I chociaz zastosowany preparat indukowat odpowiedz ze strony limfocytow T, nie
udato si¢ uzyskac ani dziatania profilaktycznego, ani zmniejszenia czgsto$ci wystepowania
przewlektego zakazenia wirusem. Powody tego niepowodzenia pozostaja nieznane (Page
i wsp., 2021).

Strategie zmierzajace do uzyskania szczepionki indukujacej powstanie przeciwciat
przeciwko HCV obejmowaty preparaty oparte na biatkach, DNA, VLPs, oraz wektorach
wirusowych. Szczepionka zawierajace rekombinowanego glikoproteiny E1E2 petnej dtugosci
(genotyp la) podane z adiuwantem typu olej w wodzie zostata przetestowana na gryzoniach,
naczelnych 1 ludziach. Chociaz preparat ten wzbudzit przeciwciata neutralizujace krzyzowo
u $winek morskich oraz wykazywal dziatanie ochronne u szympansow, uzyskane
przeciwciala neutralizujacych po szczepieniu w badaniu 1 fazy na ludziach byty wykrywalne
tylko u 3 z 16 zaszczepionych 0sob (Choo 1 wsp., 1994; Stamataki 1 wsp., 2007; Frey i1 wsp.,
2010). Inne szczepionki majace na celu wzbudzenie przeciwciat neutralizujacych takze nie
cechowaty si¢ wysoka skuteczno$cig. Ostatnim podej$ciem bylo wykorzystanie catego
inaktywowanego wirusa pochodzacego z systemu HCVce jako materiatu szczepionkowego.
Akazawa 1 wsp. opublikowali wyniki badan obejmujacych szczepienie myszy
inaktywowanym wirusem HCVcc (szczep J6/JFH-1). Post¢powanie to doprowadzito do
produkcji przeciwciat neutralizujagcych skierowanych przeciwko homologicznym i dwoém
heterologicznym szczepom HCV, a podanie oczyszczonych przeciwcial pozyskanych od
zaszczepionych myszy zapobieglo homologicznej infekcji wirusowej w mysim modelu
humanizowanym (Akazawa i wsp., 2013). Badania wykazujace, ze region HVR1 moze
blokowa¢ konserwowane epitopy dla przeciwcial szeroko neutralizujacych, przyczynity si¢ do

stworzenia szczepionki niosacej biatko E2 z usunigtymi trzema regionami zmiennymi.
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Jednakze ten preparat zdolny byl do indukcji jedynie umiarkowanie wysokich mian
przeciwcial (Vietheer i wsp., 2017).

Bioragc pod uwage powyzsze dane opracownie idealnej szczepionki wykazujacej
dziatanie ochronne przed wirusem HCV powinno skupia¢ si¢ nie tylko na indukowaniu
odpowiedzi ze strony limfocytow T, ale takze na wzbudzaniu przeciwciat szeroko
neutralizujacych, niezbednych w zapobieganiu przewleklej infekcji wirusowej (Schlotthauer
i wsp., 2021).
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5. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto poszukiwanie zaleznosci pomi¢dzy zmiennoscig genetyczng
glikoproteiny E2 wirusa zapalenia watroby typu C (HCV), a odpowiedzig na terapi¢
pegylowanym interferonem alfa i rybawiryna u dzieci. W pracy uzyto bialek otrzymanych
z materialu pochodzacego od pacjentow Kliniki Choréb Zakaznych i Neurologii Dziecigcej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Szczegbélowym celem

pracy byta analiza zmian we wzorze glikozylacji biatka E2.
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6. Metody

6.1. Metody pracy z komérkami bakteryjnymi

6.1.1. Przygotowanie komérek kompetentnych: TOP10 E. coli

Hodowle komorek E.coli szczepu TOP10 odmtadzano poprzez dodanie 1ml hodowli nocnej
do 50ml pozywki LB. Hodowl¢ kontynuowano z wytrzasaniem do uzyskania OD=0,4-0,6
przy dhugosci fali 575nm. Nastepnie cato§¢ hodowli przenoszono do jatowej proboéwki S50ml
1 wirowano przy predkosci 1500 rpm przez 10 minut w 4°C, w celu uzyskania osadu
komorek. Po usunieciu pozywki znad osadu, bakterie zawieszano w 10 ml zimnego 0,1M
CaCl2 i inkubowano 30 minut w lodzie. Po zakonczonej inkubacji bakterie wirowano przy
predkosci 1500rpm przez 10 minut w 4°C. Do oddzielonego od CaCl2 osadu dodawano 2,5
ml (na kazda proboéwke) zimnego roztworu 0,1M CaCl2 z 5% glicerolem. Osad zawieszano
w 4ml zimnego 0,1M CaCl2 z dodatkiem 5% glicerolu. Bakterie rozdzielano do probowek

typu Eppendorf po 200 pl i zamrazano w -70°C.

6.1.2. Transformacja komorek kompetentnych TOP10 E. coli

W  celu namnozenia plazmidowego DNA przeprowadzano transformacj¢ komorek
kompetentnych E. coli TOP10. Porcje komodrek kompetentnych rozmrazano w lodzie,
nastepnie do bakterii dodawano 0,5-1 pg DNA plazmidowego lub calo$¢ mieszaniny
ligacyjnej (20ul). Po wymieszaniu komoérek 1 DNA cato$¢ inkubowano w lodzie 30 minut.
Nastepnie przeprowadzano szok temperaturowy przez 1 minutg¢ w 42°C i schitadzano na
lodzie przez 5 min. W kolejnym etapie do bakterii dodawano 900ul pozywki LB bez dodatku
antybiotykdw i1 hodowano z wytrzasaniem przez lh w 37°C. Po tym czasie bakterie
transformowane DNA plazmidowym wysiewano po 100ul na ptytki ze statym podlozem LA
z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku. W przypadku transformacji komorek mieszaning
ligacyjna, przed wysianiem na ptytke, bakterie zaggszczano przez wirowanie z predkoscia
1500 rpm przez 5 minut, zbierano 800ul supernatantu, a pozostate 200ul delikatnie
rozpipetowywano i wysiewano no na plytki. Calos¢ pracy wykonywana byla w warunkach

jalowych (przy palniku). Ptytki z wysianymi bakteriami inkubowano przez 16 godzin w 37°C.
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6.1.3. Nadprodukcja CD81-LEL w komoérkach bakteryjnych

Z konserwy komorek bakteryjnych BL21 E. coli, zawierajacych plazmid niosacy sekwencje
kodujaca duza petle zewnatrzkomorkowa (LEL) biatka CD81 potaczonym znacznikiem GST,
przygotowywano hodowle nocng w 100 ml pozywki LB. Nastepnego dnia hodowle
odmtadzano poprzez dodanie 40 ml hodowli nocnej do 1000 ml pozywki Terrific Broth
z dodatkiem ampicyliny (50 pl na 100 ml pozywki). Hodowle kontynuowano w 37°C
z wytrzasaniem do uzyskania OD = 1 przy dlugosci fali 575nm. Po uzyskaniu odpowiedniego
OD hodowlg indukowano 1ml IPTG oraz ponownie hodowano z wytrzasaniem przez 3
godziny. Cato$¢ hodowli wirowano z predkoscig 5000 rpm w 4°C przez 10 minut.
Supernatant zlewano, a osad zamrazano w -20°C. Osad wykorzystywano do oczyszczenia
nadprodukowanego biatka CD81-LEL-GST.

6.2. Metody pracy z DNA

6.2.1. Amplifikacja wirusowego materialu genetycznego pochodzacego od
pacjentow

Material wyjsciowy do badan stanowit panel produktéw reakcji RT-PCR, w ktorych jako
matryce wykorzystano RNA wirusa obecnego w osoczu pacjentow (probki otrzymane
w ramach wspolpracy naukowej od Prof. Figlerowicza). W celu amplifikacji fragmentow
DNA przeprowadzano reakcje PCR (ang. polymerase chain reaction) z uZyciem
specyficznych starteréw. Reakcje prowadzono z uzyciem polimerazy WALK (PWO) zgodnie

z instrukcja dostarczong przez producenta.

6.2.2. Klonowanie do plazmidu pJetl.2 blunt

W celu uzyskania grupy sekwencji wirusowych pseudotypéw (ang. Quasispecies) typowych
dla kazdego z pacjentow, powielone wczesniej fragmenty DNA wklonowano do wektora

pJET1.2-blunt zgodnie z protokotem producenta.

6.2.3. Amplifikacja sekwencji DNA kodujacych glikoproteine E1 oraz warianty
glikoproteiny E2 przy uzyciu metody PCR

W celu powielenia sekwencji kodujacej glikoproteing E1 oraz sekwencji kodujgcych warianty
glikoproteiny E2 przeprowadzano reakcj¢ PCR z uzyciem specyficznych starteréw. Jako
matryce stuzyly odpowiednio: plazmid pcDNA3.1 H77c¢ (dla glikoproteiny E1) oraz

poszczegolne plazmidy pJetl.2 (pJet 1.2 NR1-3, pJetl.2 TR, pJetl.2 SR1-3 dla glikoproteiny
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E2). Wszystkie reakcje przeprowadzano z uzyciem polimerazy KOD zgodnie z wytycznymi
producenta. Po przeprowadzeniu reakcji PCR probki w calo$ci nanoszono na 1% zel
agarozowy w celu potwierdzenia obecnosci produktéw wiasciwej wielkosci. Odpowiednie
prazki wycinano z zelu agarozowego, a zawarte w nich DNA izolowano przy pomocy
komercyjnego zestawu odczynnikéw ,,Gel-out Concetrator” zgodnie z instrukcjami

dostarczonymi przez producenta.

6.2.4. Konstrukcja chimerycznych heterodimerow glikoprotein E1E2 —
»Assembly” PCR

Homogenno$¢ wyizolowanych uprzednio z zelu agarozowego fragmentow DNA
zawierajacych sekwencje kodujace glikoproteing E1 i warianty glikoproteiny E2
potwierdzano poprzez ponowny rozdziat w 1% zelu agarozowym. Tak przygotowane DNA
stanowito matryce do reakcji taczacego PCR (ang. ,,Assembly” PCR). Reakcje prowadzono
dwuetapowo. Pierwszy etap obejmowal hybrydyzacje wspolnych czesci sekwencji obu
glikoprotein oraz ich wydluzenie przez polimeraze¢ KOD bez wykorzystania starterow.
W drugim etapie do mieszaniny reakcyjnej dodawano specyficzne startery i ponownie
przeprowadzano reakcje PCR w odpowiednio dobranych warunkach. Cato$¢ produktu reakcji
rozdzielano w 1% zelu agarozowym, prazki o wielkosci ok. 1500 par zasad wycinano z Zelu,
a DNA oczyszczano przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnikow Gel-Out
Concentrator. W celu wklonowania uzyskanych konstruktow (wstawek) do plazmidu
ekspresyjnego pcDNA3.1 H77c przeprowadzano trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi
Notl oraz Bsp68I (jak opisano w punkcie 6.2.6), a nastepnie ligacje (jak w punkcie 6.2.7).
Poprawno$¢ otrzymanych chimerycznych heterodimerow zweryfikowano poprzez

sekwencjonowanie.

6.2.5. Izolacja plazmidowego DNA z komoérek bakteryjnych

Do izolacji plazmidowego DNA z komorek bakteryjnych stosowano zestawy ,,Plazmid Mini”
oraz “Plasmid Midi AX” firmy A&A Biotechnology. Procedure przeprowadzano zgodnie

z instrukcjg producenta.

6.2.6. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

W celu uzyskania odpowiednich koncow do klonowania badz przeprowadzania analizy
restrykcyjnej produktéw ligacji, wykonywano trawienie enzymami restrykcyjnymi. Reakcja

prowadzona byta w temperaturze 37°C przez 30min.
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Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Odczynnik Ios¢ (ul)

DNA (1 pg) X

Bufor 10x stezony 2

Enzym restrykcyjny (zwykle 1-2 U/ng X

DNA)

H20 Do objetosci 20ul

Po zakonczeniu trawienia probki DNA oczyszczano przy pomocy zestawu odczynnikow

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

6.2.7. Ligacja

Ligacj¢ przeprowadzano przy uzyciu ligazy DNA faga T4. Reakcj¢ przeprowadzano
w catkowitej objetosci 20ul. Ilos¢ DNA uzytego do ligacji byta ustalana indywidualnie dla
kazdej reakcji, tak aby stosunek ilosci wstawki do wektora wynosit 3:5. Reakcja ligacji
prowadzona byta przez noc w temperaturze 16°C.

Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli ponize;.

Odczynnik Tosé (ul)
Wektor (plazmid) X

Wstawka X

Bufor 10x stezony 2

Ligaza faga T4 1

H20 Do objetosci 20ul

6.2.8. Elektroforeza DNA w zZelu agarozowym

Elektroforetyczny rozdziat fragmentow DNA wykonywano z uzyciem 1% Zelu agarozowego.
Agaroze rozpuszczano w buforze 1x TAE przez podgrzanie w kuchence mikrofalowej. Po
schlodzeniu do roztworu agarozy dodawano barwnik Simply Safe (5ul/100ml Zelu)
1 wylewano do specjalnej formy z grzebieniem. Probki zawieszano w koncowo 1x st¢zonym
buforze obcigzajacym 1 nastgpnie nanoszono na zel. W celu okreslenia wielkosSci
rozdzielanych fragmentow DNA stosowano marker GeneRuler. Elektroforeze prowadzono
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w buforze 1x TAE przy napigciu od 60 — 100 V. Po rozdzieleniu DNA, zel ogladano

w $wietle UV.

6.2.9. Izolacja DNA z Zelu agarozowego

W celu wyizolowania i oczyszczania fragmentow DNA po rozdziale elektroforetycznym
w zelu agarozowym zastosowano zestaw ,,Gel Out Concentrator” firmy A&A Biotechnology.
Procedurg przeprowadzano zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta.

6.3. Metody analizy bioinformatycznej obejmujacej poziom N-glikozylacji
uzyskanych konstruktow

Wszystkich analiz in silico dotyczacych stopnia N-glikozylacji poszczegolnych wariantow
glikoproteiny E2 wirusa HCV dokonano przy pomocy serwera Net-N-Glyc 1.0 (bezptatne

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

6.4. Metody pracy z bialkami

6.4.1. Elektroforeza bialek w zZelu poliakryloamidowym w warunkach

denaturujacych (SDS-PAGE)

Elektroforeze biatek przeprowadzano w zelu rozdzielajagcym o procentowosci 12% lub 10%,
w zaleznos$ci od wielkos$ci analizowanych biatek. Probki zawieszano w buforze obcigzajgco-
lizujacym 1 inkubowano przez 10 minut w temperaturze 80°C. W celu okreslenia wielkos$ci
rozdzielanych biatek stosowano marker biatkowy PageRuler. Rozdziat biatek prowadzono
w buforze SDS-PAGE 1x stezonym przy napieciu 80V do momentu wejscia w zel
rozdzielajacy, a nastgpnie przy napigciu 160V.

6.4.2. Elektrotransfer mokry bialek rozdzielonych przy pomocy elektroforezy
SDS-PAGE na blon¢ PVDF

Po zakonczeniu rozdziatu biatek przy pomocy elektroforezy w zelu poliakryloamidowym,
przeprowadzano elektrotransfer bialek na btong PVDEF. Trzy bibuty typu Whatman, przycigte
na wymiar zelu rozdzielajacego, namaczano w buforze do elektrotransferu, nastgpnie
umieszczano na nich aktywowang w metanolu btong PVDF oraz zel poliakryloamidowy
zawierajacy rozdzielone biatka. Cato$¢ przykrywano trzema nasgczonymi buforem do
elektrotransferu bibutami typu Whatman. Tak przygotowang kanapke umieszczano
w aparacie do elektrotransferu mokrego 1 usuwano pecherzyki powietrza. Transfer
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prowadzono przy napigciu 15V przez noc. Po zakonczeniu transferu btong PVDF

wykorzystywano do detekcji biatek metoda western blotting.

6.4.3. Western Blotting

Blong PVDF z przeniesionymi na nig biatkami rozdzielonymi przy uzyciu elektroforezy
poliakrylamidowej, blokowano przez 1godzing w 5% roztworze mleka odtluszczonego w
TBST w celu uniemozliwienia niespecyficznego iaczenia si¢ przeciwciat z membrang. Po
zakonczeniu inkubacji i dokltadnym wyptukaniu btony w buforze TBST, przenoszono ja do
roztworu przeciwcial 1-rzgdowych w 5% mleku odtluszczonym w TBST (rodzaj i
rozcienczenie przeciwciat zalezne od wykrywanego epitopu), a nastgpnie inkubowano przez
1h w temperaturze pokojowej. Po inkubacji bton¢ ptukano 3 razy po 5 min w buforze TBST i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing w roztworze odpowiednich
przeciwcial 2-rzegdowych skoniungowanych z peroksydaza chrzanowa zawieszonych w 5%
mleku w TBST. Po inkubacji btong¢ plukano jak wyzej. Detekcj¢ wyznakowanych
przeciwcialami biatek przeprowadzano, za pomoca komercyjnych zestawow odczynnikow do

detekcji sygnatow chemiluminescencyjnych i ekspozycji blony na klisze §wiattoczute.

6.4.4. Barwienie zeli poliakryloamidowych

W celu wybarwienia biatek rozdzielanych w zZelach poliakryloamidowych w elektroforezie
SDS-PAGE stosowano roztwor barwnika Coomassie Brilliant Blue R250. Zel po zakonczeniu
rozdzialu elektroforetycznego umieszczano w rozworze barwnika i inkubowano przez 45
minut w temperaturze pokojowej. Po uplywie tego czasu zlewano roztwor barwnika
1 zastgpowano go roztworem odbarwiacza, w ktorym pozostawiano zel do momentu

uwidocznienia si¢ pojedynczych prazkow.

6.4.5. Immunoprecypitacja glikoprotein E1 i E2

Materiat wyjsciowy, z ktorego wyodrebniano kompleksy glikoprotein E1E2 stanowity lizaty
komorek ssaczych HEK293, przygotowywane zgodnie z opisem w punkcie 6.5.3. Do
gotowych lizatow komorkowych dodawano kozie poliklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko glikoproteinie E2 wirusa HCV i inkubowano przez noc w 4°C. Kolejnego dnia
ztoze agarozowe sprzezone z biatkiem G ptukano trzykrotnie buforem LB2 przez 5 minut, po
czym wirowano z predkoscig 2000 rpm. Nastepnie ztoze porcjowano do probowek typu
Eppendorf, dodawano do niego kompleksy lizat-przeciwciato i ponownie inkubowano przez
noc w 4°C. Po zakonczeniu inkubacji cato$¢ ptukano sze$ciokrotnie j.w., wirowano,
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a przylagczone heterodimery glikoprotein eluowano przy pomocy buforu elucyjnego
w sktadzie Tris-HCI pH 3.0 + 0,1M glicyna. Uzyskane kompleksy poddawano nast¢pnie
elektroforezie SDS-PAGE w warunkach redukujacych (6.4.1) oraz analizie typu Western
Blotting (6.4.3).

6.4.6. Oczyszczanie fragmentu duzej zewnatrzkomorkowej petli receptora CD81

(CD81-LEL-GST) metoda chromatografii powinowactwa

Osad otrzymany poprzez zwirowanie hodowli komoérek BL21 E. coli (6.1.3) zamrazano
w -20°C, a nastepnie zawieszano w 40 ml buforu lizujgcego i inkubowano w lodzie przez 30
minut. Po uptywie tego czasu dodawano kolejno: 3 ml 10% roztworu Tritonu X-100, 0,45 ml
1M MgClI2 i 0,45 ml roztworu DNAzy | w stezeniu 10 mg/ml, calo$¢ mieszano i ponownie
inkubowano w lodzie przez 30 minut. Nastepnie catos¢ wirowano przez 20 minut
z predkoscia 15000g w 4°C. W czasie wirowania przygotowywano ztoze sefarozowe
z immobilizowanym glutationem przemywajac je trzykrotnie buforem ptuczacym GST-A. Po
zakonczeniu wirowania supernatant dodawano do 1 ml gotowego ztoza sefarozowego
i inkubowano przez noc w 4°C, zachowujac uprzednio niewielka ilos¢ do dalszych analiz.
Nastepnego dnia lizat ze zlozem wirowano z predkoscig 2000 rpm w 4°C, a supernatant
zbierano (niewielka jego ilo$¢ pozostawiono do dalszych analiz). Po czterokrotnym ptukaniu
ztoza, przenoszono je do mniejszej probowki, dodawano bufor elucyjny i sze$ciokorotnie
zbierano frakcje, kazdorazowo inkubujac zloze z buforem przez 5 minut w lodzie. Kazda
z frakcji byta oceniana pod katem ogodlnej zawartosci biatek przy pomocy rozdziatu w zelu
poliakryloamidowym (elektroforeza SDS-PAGE) oraz barwienia roztworem barwnika
Coomassie Brilliant Blue R-250. Po wstgpnym oszacowaniu st¢zenia biatek
w poszczegolnych frakcjach, trzy z nich potaczono, a nastgpnie dializowano w buforach
(kolejno): Tris-HCI pH 8 przez 1 godzing oraz Tris-HCI pH 7,4 przez noc. Po zakonczeniu
dializy do gotowego preparatu dodawano glicerol, osiggajac jego koncowe stezenie w probce

na poziomie 10% 1 zamrazano w -70°C.

6.4.7. ELISA z wykorzystaniem oczyszczonego fragmentu receptora CD81
(CD81-LEL-GST)

Dotki 96-dotkowej ptytki optaszczano oczyszczonym biatkiem CD81-LEL-GST w ilosci 100
pl/dotek 1 inkubowano w 4°C przez noc. Nastgpnego dnia ptytke ptukano czterokrotnie

buforem TBSTw w celu usuni¢cia niezwigzanych bialek, po czym dodawano lizaty
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komorkowe (100 ul/studzienke) zawierajgce chimeryczne heterodimery glikoprotein E1E2
1 inkubowano przez 2 godziny w 37°C. Po zakonczeniu inkubacji i plukaniu plytki j.w. wolne
miejsca blokowano 3% roztworem surowiczej albuminy wolowej (Bovine Serum Albumin,
BSA) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po ponownym wyptukaniu ptytki
studzienki optaszczano roztworem przeciwciat pierwszorzedowych ALP98 rozcienczanych
w 3% roztworze surowiczej albuminy wotowej w TBSTw i inkubowano przez noc w 4°C.
Nastepnego dnia ptytke ponownie ptukano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
1 godzing w roztworze kozich anty-mysich przeciwciat 2-rzedowych skoniungowanych
z peroksydaza chrzanowag zawieszonych w 3% BSA w TBSTw. Po szesciokrotnym
wyplukaniu ptytki do kazdej ze studzieneck dodawano roztwor substratu dla peroksydazy
chrzanowej TMB i inkubowano maksymalnie przez 30 minut w temperaturze pokojowej
w ciemnosci. Po uptywie tego czasu (lub wczesniej, w zaleznosci od otrzymanego wyniku)
zatrzymywano reakcj¢ poprzez dodawanie 0,5M roztworu kwasu siarkowego (VI). Poziom
absorbancji odczytywano przy dtugosci fali n=450 nm z wykorzystaniem czytnika plytek
TECAN Infinite 2000.

6.4.8. GNA-capture ELISA

Dotki 96-dotkowej plytki oplaszczano roztworem lektyny pochodzacej ze S$niezyczki
przebisniega (Galanthus nivalis agglutinin, GNA) w rozcienczeniu 50 pl GNA/10 ml PBS
1 inkubowano w 4°C przez noc. Nastgpnego dnia ptytke ptukano czterokrotnie buforem
TBSTw w celu usunigcia niezwigzanych lektyn, po czym wolne miejsca blokowano 3%
roztworem surowiczej albuminy wotowej przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po
ponownym wyptukaniu ptytki, naktadano do kazdego dotka po 100 ul lizatu komorek
HEK293 uprzednio transfekowanych przy pomocy plazmidéw kodujacych poszczegdlne
hetorodimery glikoprotein E1E2 i inkubowano przez noc w 4°C. Rano plytke ptukano,
oplaszczano roztworem przeciwciat pierwszorzedowych rozcienczonych w 3% roztworze
BSA w TBSTw (rodzaj i rozcienczenie przeciwcial zalezne od wykrywanego epitopu)
i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Po inkubacji plytke ptukano jak
wcezesniej 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing w roztworze
odpowiednich przeciwciat 2-rzedowych skoniungowanych z peroksydazg chrzanowa
zawieszonych w 3% BSA w TBSTw. Po sze$ciokrotnym wyplukaniu plytki do kazdej ze
studzienek dodawano roztwor substratu dla peroksydazy chrzanowej TMB i inkubowano
maksymalnie przez 30 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci. Po uptywie tego czasu

(lub wczesniej, w zaleznosci od otrzymanego wyniku) zatrzymywano reakcje poprzez
50



dodawanie 0,5M roztworu kwasu siarkowego (V1). Poziom absorbancji odczytywano przy
dhugosci fali n=450 nm z wykorzystaniem czytnika ptytek TECAN Infinite 2000.

6.4.9. ELISA z wykorzystaniem panelu przeciwcial konformacyjnych

Dotki 96-dotkowej ptytki optaszczano lizatami komdorek HEK293 zawierajacymi takie same
ilosci wariantéw chimerycznych heterodimerow E1E2 1 inkubowano w 4°C przez noc.
Nastepnego dnia ptytke ptukano czterokrotnie buforem TBSTw w celu usunigcia
niezwigzanych biatek, po czym wolne miejsca blokowano 3% roztworem surOwiczej
albuminy wotowej przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie ptytke plukano,
oplaszczano roztworem przeciwciat pierwszorzgdowych (HC-1, HC-11, HC-84.1, CBH-4B)
rozcienczonych w 3% roztworze BSA w koncowym st¢zeniu 10 mg/mL i inkubowano przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Przeciwciato ALP98 antibody stuzylo jako kontrola. Po
inkubacji ptytke¢ plukano jak wczesniej i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
1 godzing w roztworze odpowiednich przeciwcial 2-rzedowych skoniugowanych
z peroksydaza chrzanowa zawieszonych w 3% BSA w TBSTw. Po szeSciokrotnym
wyptukaniu ptytki do kazdej ze studzienek dodawano roztwor substratu dla peroksydazy
chrzanowej TMB i inkubowano maksymalnie przez 30 minut w temperaturze pokojowej
w ciemnosci. Po uptywie tego czasu (lub wczesniej, w zalezno$ci od otrzymanego wyniku)
zatrzymywano reakcj¢ poprzez dodawanie 0,5M roztworu kwasu siarkowego (VI). Poziom
absorbancji odczytywano przy dtugosci fali n=450 nm z wykorzystaniem czytnika ptytek
TECAN Infinite 2000.

6.4.10. Badanie wplywu syntezy glikoprotein E1E2 na poziom ekspresji

czasteczek MHC Kklasy I na powierzchni komérek

Komorki Huh7 wysiewano na ptytki szesciodotkowe 1 transfekowano plazmidowym DNA
niosagcym heterodimery glikoprotein E1E2. 48 godzin po transfekcji komoérki ptukano 1x
PBS, trypsynizowano, wirowano z predkoscia 1000xg przez 3 minuty, a nast¢pnie zawieszano
w zimnym buforze PBA (1xPBS + 1% BSA + 0,02% azydek sodu). Komorki rozdzielano na
3 rowne czgsci 1 przenoszono na plytki 96-dotkowe o stozkowym dnie. PO zwirowaniu przez
2 minuty z predkoscig 1500 rmp i usunigciu buforu PBA, komoérki zawieszano w roztworze
przeciwcial pierwszorzedowych W6/32 (Dako Denmark) i inkubowano przez 1 godzing
w lodzie. Nast¢pnie ptytki wirowano jak wczesniej, komorki ptukano trzykrotnie buforem

PBA, a nastgpnie zawieszano w roztworze przeciwciat drugorzedowych sprzezonych
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z fikoerytryng i inkubowano przez 1 godzing w lodzie w ciemnosci. Po zakonczeniu inkubacji
komorki ponownie ptukano trzykrotnie j.w. i zawieszano w 100 ul buforu PBA. Poziom
ekspresji czasteczek MHC klasy I analizowano przy pomocy cytometru przeptywowego BD
FACSCalibur™.

6.4.11. Pomiar infekcyjnosci pseudoczasteczek HCV

Poziom infekcyjnosci pseudoczgsteczek wirusowych oznaczano poprzez pomiar poziomu
ekspresji biatka reporterowego lucyferazy produkowanego w komoérkach z plazmidu pTG126
Luc I znajdujacego si¢ we wnetrzu kazdej funkcjonalnej pseudoczasteczki. W tym celu
wykorzystywano zestaw odczynnikow ,,Bright-Glo Luciferase Assay Systen” (Promega)
postepujac zgodnie z instrukcjami producenta. Pomiaru luminescencji dokonywano za
pomoca czytnika TECAN Infinite 2000.

6.4.12. Detekcja glikoprotein E1 i E2 w pseudoczasteczkach HCV

Pseudoczasteczki HCV produkowano zgodnie z procedurg opisang w punkcie 6.5.6.
48 godzin po kotransfekcji zbierano pozywke zawierajaca HCVpp znad komoérek ssaczych
HEK293 do probowek 15ml i odwirowywano z predkoscia 3000 rpm przez 5 minut w celu
usunigcia resztek komorkowych. Supernatant nastepnie wirowano na poduszce sacharozowej
(1,5 ml, 20% sacharoza) w ultrawiréwce z rotorem Beckman SW41 przez 2.5 godziny
w +4°C z predkoscig 25000 rpm. Osad (pseudoczasteczki HCV) zawieszano w 50 ul 1xPBS,
a nastgpnie, po odpowiednim przygotowaniu, rozdzielano w zelu poliakryloamidowym
w warunkach redukujacych (6.4.2). Detekcje bialek metoda western blotting przeprowadzano
zgodnie z punktem 6.4.3.

6.5. Metody pracy z hodowlami komérek ssaczych

6.5.1. Hodowle komérek ssaczych

Do hodowli komorek ssaczych uzywano butelek polistyrenowych T-25, T75 i T175 oraz
ptytek wielodotkowych. Komérki pasazowano w momencie, gdy tworzyly jednorodna
warstwe na dnie naczynia hodowlanego. Hodowle prowadzono w inkubatorze w atmosferze
5% CO2 w temperaturze 37°C.

Pozywki 1 suplementy stosowane do konkretnych linii komoérkowych zostalty wymienione

w tabeli ponize;j.
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Linia komorkowa Sklad pozywki

HEK?293 DMEM 4500 + 10% FBS + 1% Pen/Strep
Huh7,5 DMEM 4500 + 10% FBS + 1% Pen/Strep

6.5.2. Transfekcja komorek ssaczych plazmidowym DNA

Transfekcje komorek ssaczych DNA plazmidowym przeprowadzano z uzyciem odczynnika
JetPrime (PolyplusTransfection), postepujac zgodnie z protokolem dostarczonym przez

producenta.

6.5.3. Przygotowanie lizatow komérkowych

W celu przygotowania lizatdow komorkowych stuzacych do pdzniejszych analiz (np. Western
blotting, ELISA), zbierano pozywke¢ znad komorek transfekowanych plazmidowym DNA,
ptukano 1x PBS, a nast¢pnie dodawano 1 ml zimnego buforu lizujacego LB2 z dodatkiem
inhibitoréw proteaz oraz jodoacetamidu i inkubowano w 4°C z bujaniem przez 30 minut.
Nastepnie cato$¢ zbierano do probéwek Eppendorfa 1 wirowano przez 30 minut z predkoscia
13000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant zbierano i przenoszono do nowych probowek

Eppendorfa. Tak powstate lizaty komorkowe przechowywano w -70°C.

6.5.4. Immunodetekcja bialek w jednowarstwowych hodowlach komorek (Test
IPMA)

Detekcje biatek w hodowlach jednowarstwowych komoérek ssaczych umozliwia test [PMA
(ang. immunoperoxidase monolayer assay). Komorki ssacze transfekowane plazmidowym
DNA plukano 3 razy buforem PBS, suszono w warunkach jalowych 1 zamrazano
w temperaturze -20°C. Nastepnie komodrki utrwalano zimnym 4% paraformaldehydem przez
10 minut, ptukano 3 razy buforem PBST (PBS + 0,5% Tween80) i dodawano przeciwciata
1-rzgdowe zawieszone w buforze PBS z dodatkiem 1% Tween80 i 5% FBS. Inkubacje
Z przeciwciatami prowadzono przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Niezwigzane
przeciwciala odptukiwano 3 razy buforem 1xPBS + 0,5% Tween80, a nastgpnie komorki
pokrywano buforem PBS z dodatkiem 1% Tween80, 5% surowicy bydlecej i przeciwcial
2-rzedowych skoniugowanych z peroksydaza chrzanowg i inkubowano przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji komoérki ptukano 3x buforem PBS

1 dodawano roztwor substratu dla peroksydazy chrzanowej: AEC, wskutek czego powstawata
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reakcja barwna — kolor czerwony w miejscu reakcji pozytywnej. Komorki ogladano

w mikroskopie w $wietle przechodzacym.

6.5.5. Barwienie immunofluorescencyjne klasyczne

Barwienie immunofluorescencyjne klasyczne wykonywano z uzyciem ptytek 12-dotkowych.
W kazdym z dotkoéw umieszczano jatowe szkietka nakrywkowe pokryte zelatyng, na ktore
wysiewano komorki. 24 godziny po wysianiu komorki byty transfekowane plazmidowym
DNA niosacym heterodimery glikoprotein wirusa HCV. Po 48 godzinach komorki utrwalano
poprzez dodanie 16% paraformaldechydu (PFA) bezposrednio do pozywki tak, aby uzyskac
koncowe stezenie 4% PFA. Komorki inkubowano przez 2 godziny w 8° C i suszono na
powietrzu. Nastepnie komorki permeabilizowano przy pomocy 0,2% Triton X-100 w PBS
przez 5 minut i przemywano trzykrotnie 1xPBS. Po 1-godzinnej inkubacji z roztworem
przeciwcial pierwszorzedowych, komorki ptukano 3 razy 1xPBS, a nastepnie inkubowano
z roztworem odpowiednich przeciwciat drugorzedowych przez 1 godzing. Roztwory
przeciwcial przygotowywano w 1xPBS z dodatkiem 5% FBS. Preparaty zaklejano przy
uzyciu preparatu ProLong Gold antifade mountant z DAPI (Invitrogen) 1 analizowano przy

pomocy mikroskopu konfokalnego Leica TSC SP8X.

6.5.6. Produkcja pseudoczasteczek HCV (HCV pseudoparticles, HCVpp)

Na plytki o $rednicy 10 cm wysiewano komorki linii komérkowej HEK293 w ilosci 1,8x10°
komorek/ml. Kolejnego dnia przeprowadzano kotransfekcje plazmidami: pMLV Gag-Pol,
pTG126 Luc oraz plazmidami niosacymi sekwencje kodujace badane glikoproteiny.
Po catonocnej inkubacji zastepowano pozywke DMEM §$wieza, z dodatkiem 1M buforu
HEPES w stosunku 1:100. Tego samego dnia zaktadano hodowl¢ komoérek linii Huh7 na
ptytce M12 (4,5x10° komorek/dotek). 48 godzin po transfekcji zbierano pozywke znad
transfekowanych komorek, wirowano i przeprowadzano infekcj¢ komorek Huh7. Po 4
godzinach inkubacji, usuwano pozywke zawierajaca pseudoczasteczki i1 zastgpowano ja

pozywka DMEM. Komorki inkubowano przez kolejne 2 dni w warunkach jak wyze;.
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. Materialy

7.1. Fragmenty DNA pochodzace od pacjentow uzyskane na podstawie RNA wirusowego

uprzednio wyizolowanego od pacjentow, otrzymane od prof. M. Figlerowicza —

material wyjsciowy do badan

P2-04 — oznaczenie wlasne NR6, pte¢ meska, 13 lat, brak odpowiedzi na terapie¢

P2-05 — oznaczenie wlasne NR4, pte¢ zenska, 11 lat, brak odpowiedzi na terapie
P2-10 — oznaczenie wlasne NR1, pte¢ meska, 11 lat, brak odpowiedzi na terapie¢

P2-17 — oznaczenie wlasne SR1, pte¢ meska, 8 lat, trwata odpowiedz wirusologiczna
P2-18 — oznaczenie wlasne SR2, ple¢ zeniska, 15 lat, trwata odpowiedz wirusologiczna
P2-19 — oznaczenie wiasne NRS, pte¢ zenska, 10 lat, brak odpowiedzi na terapi¢
P2-20 — oznaczenie wlasne SR3, pte¢ zenska, 15 lat, trwala odpowiedz wirusologiczna
P2-23 — oznaczenie wlasne NR2, pte¢ meska, 10 lat, brak odpowiedzi na terapie¢

P2-24 — oznaczenie wlasne TR, pte¢ zenska, 16 lat, przejSciowa odpowiedz na terapie¢

P2-28 — oznaczenie wlasne NR3, pte¢ zeniska, 14 lat, brak odpowiedzi na terapi¢

7.2. Szczepy bakteryjne

Escherichia coli TOP10

McrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80AlacZDM15, AlacX74, deoR, recAl, araD139,
A(ara,leu)7697, galU, galK, I-, rpsL, endAl, nupG (Invitrogen, Life Technologies)
Escherichia coli BL21 (DE3)

E. coli str. B F—ompT gal dcm lon hsdSB(rB—mB-) A(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 ind1
sam7 nin5]) [malB+]K-12(AS)

7.3. Linie komdérkowe

HEK?293
Human embryonic kidney cells — linia komoérkowa ciggta wyprowadzona z
embrionalnych komérek nerki ludzkiej, ze zbiorow wiasnych Zaktadu Biologii

Molekularnej Wiruséw
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Huh7,5
Human hepatocellular carcinoma — linia komérkowa ciggta wyprowadzona z komorek
ludzkiego raka watrobowokomorkowego, ze zbiorow wlasnych Zaktadu Biologii

Molekularnej Wirusow

7.4. Plazmidy

pJet 1.2 NR1-3 — plazmidy niosace fragmenty genéw kodujacych glikoproteing
wirusowg E2 wirusa HCV pochodzacych od pacjentéw nieodpowiadajacych na
terapi¢ (NR)

pJet 1.2 TR — plazmid niosacy fragment genu kodujacego glikoproteing wirusowa E2
wirusa HCV pochodzacy od pacjenta o przejsciowej odpowiedzi na terapi¢ (TR)

plet 1.2 SR1-3 — plazmidy niosace fragmenty genow kodujacych glikoproteing
wirusowa E2 wirusa HCV pochodzacych od pacjentow o trwalej odpowiedzi na
terapi¢ (SR)

pcDNA3.1 H77c — plazmid zawierajacy sekwencje kodujaca poliproteiny wirusa HCV
genotypu la

pcDNAS3.1 H77¢/NR1-3 — plazmidy niosgce sekwencje kodujaca chimeryczng
poliproteing wirusa HCV genotypu 1a zawierajace biatka pochodzace od pacjentow
nieodpowiadajacych na terapi¢ (NR)

pcDNA3.1 H77¢/TR — plazmid niosacy sekwencj¢ kodujaca chimeryczng poliproteing
wirusa HCV genotypu la zawierajacy biatko pochodzace od pacjenta o przejsciowe;j
odpowiedzi na terapi¢ (TR)

pcDNA3.1 H77¢/SR1-3 — plazmidy niosace sekwencj¢ kodujaca chimeryczng
poliproteing wirusa HCV genotypu 1a zawierajace biatka pochodzace od pacjentéw o
trwatej odpowiedzi na terapi¢ (SR)

pPMLV Gag-Pol — pakujacy wektor retrowirusowy niosacy sekwencje kodujaca biatka
Gag-Pol mysiego wirus biataczki (murine leukemia virus, MLV)

pTG126 Luc — plazmid niosacy sekwencj¢ genu dla reporterowego biatka lucyferazy
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7.5. Pozywki

e Do hodowli bakteryjnych
= Pozywka LB
Bacto-Trypton 10g, ekstrakt drozdzowy 5g, NaCl 10g rozpuszczono w 1 litrze
wody destylowanej i jatowiono w autoklawie
= Pozywka Terrific Broth
Bacto-Trypton 12g, ekstrakt drozdzowy 5g, glicerol 4 ml, K2HPO4 12,54q,
KH2PO4 2,31¢g rozpuszczono w 1 litrze wody destylowanej i jatowiono w
autoklawie
= Pozywka LA
Bacto-Trypton 10g, ekstrakt drozdzowy 24g, NaCl 10g, Bacto-agar 159,
rozpuszczono w 1 litrze wody destylowanej i jatowiono w autoklawie

e Do hodowli komoérek ssaczych
= Pozywka DMEM 4500
(ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) uzupetniona L-glutaming (Gibco),
roztworek penicyliny/streptomycyny (Sigma Aldrich) i ptodowa surowicg bydlegca
w stezeniu 10% (Gibco)

7.6. Pozostale odczynniki do hodowli komérkowych

e Trypsyna (Gibco)

e L-glutamina (Sigma Aldrich)

e Roztwor antybiotykow penicyliny i streptomycyny (ang. Pen/Strep) (Sigma Aldrich)

e Bydleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum - FBS) (Invitrogen)

e JetPrime (PolyplusTransfection)

7.7. Antybiotyki

e Ampicylina

Roztwor 100 mg/ml w wodzie, stezenie w pozywce 100pg/ml (Sigma)
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7.8. Przeciwciala

7.8.1. Przeciwciala pierwszorzedowe

Przeciwciata monoklonalne anty-E1 (Santa Cruz Biotechnology)

Przeciwciato poliklonalne anty-E2 (Bio-Rad)

Przeciwciata monoklonalne anty-E2 AP33, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka
Brytania

Przeciwciata monoklonalne anty-E2 ALP98, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka
Brytania

Przeciwciata monoklonalne anty-E2 HC-1, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka
Brytania

Przeciwciata monoklonalne anty-E2 HC-11, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka
Brytania

Przeciwciata monoklonalne anty-E2 CBH-4B, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka
Brytania

Przeciwciata monoklonalne anty-E2 HC-84.1, otrzymane z MRC, Glasgow, Wielka
Brytania

Przeciwciata monoklonalne anty-MHC Kklasy | W6/32 (Dako Denmark)
Przeciwciata monoklonalne anty-f-aktyna (Santa Cruz Biotechnology)

Przeciwciato poliklonalne anty-CD81 (Santa Cruz Biotechnology)

7.8.2. Przeciwciala drugorzedowe

Przeciwciata poliklonalne kozie anty-mysie IgG sprzgzone z peroksydaza chrzanowg
(Jackson Immunoresearch)

Przeciwciata poliklonalne osle anty-kozie IgG sprzezone z peroksydazg chrzanowa
(Jackson Immunoresearch)

Przeciwciata poliklonalne kozie anty-ludzkie sprz¢zone z peroksydaza chrzanowa
(Jackson Immunoresearch)

Koniugaty przeciwciat anty-kroliczych i1 anty-mysich sprz¢zonych z Alexa fluor 488 1

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 Bglll (Fermentas)

FastDigest Notl (Fermentas)

FastDigest Bsp861/Nrul (Fermentas)

7.11. Bufory i roztwory

PBS

137 mM NaCl

2.7 mM KCI

4.3 mM Na2HPO4

1.47 mM KH2PO4, pH 7.4

PBST

PBS 1X stezony + 0.5% Tween 80
PBSTw

PBS 1x stezony + 0,05% Tween 20
PBA

PBS 1x stezony + 1% BSA + 0,02% Azydek sodu
TBS

50 mMTris-HCI

150 mMNacCl, 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 obcigzajacy do DNA

15% fikol

0.25% ksylenocjanol

0.25% bitekit bromofenolowy



10X stezony bufor elektrodowy do elektroforezy SDS-PAGE
0.25 M Tris

1.92 M glicyna

1% SDS, pH 8.3 73

4X stezony bufor lizujaco-obcigzajacy do elektroforezy SDS-PAGE w warunkach
redukujacych

0.25 M Tris, pH 6.8

6% SDS

40% glicerol

0.04% biekitbromofenolowy

20% B-merkaptoetanol

e Bufor do lizy komérek ssaczych LB2

20 mM Tris-HCI (pH 7,4)

1 mM EDTA

150 mM NaCl

1% Triton X100

e 0.2% Triton X 100

0.1ml Triton X-100 + 49ml PBS 1X st¢zony

e Bufor do lizy komoérek bakteryjnych BL21 E.coli
ImMDTT

20% Lizozym

1mM PMSF

1x PBS

e Bufor pluczacy sosowany w chromatografii powinowactwa
0,0008 mM Triton X-100

ImMDTT

1xPBS

¢ Bufor do elucji bialek ze zloza sefarozowego z immobilizowanym glutationem
1M Tris-HCI pH 8,0

0,3% Glutation

e Bufor do elucji bialek ze zloza agarozowego z przylaczonym bialkiem G
1M Tris-HCI pH 3.0

0,1M glicyna
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e Bufor pluczacy GST-A

50 mM Tris-HCI pH 8,0

80 mM NaCl

1mMEDTA

e Roztwor barwnika Coomasie Brilliant Blue R-250
1% Coomasie Brilliant Blue R-250

20% Metanol

10% Kwas octowy

e Roztwér odbarwiajacy barwnik Coomasie Brilliant Blue R-250
20% Metanol

10% Kwas octowy

e CaCl2

0,1M CaCl2

e CaCl2z 5% glicerolem

0,1M CaCl2

5% glycerol

e Roztwor akryloamidow 30%

29% akrylamid

1% N,N’-metyleno-bisakrylamid

e 4% paraformaldehyd (Alfa Aesar)

7.12. Pozostale odczynniki

e Zestaw ,,Plasmid mini” (A&A Biotechnology)

e Zestaw “Plasmid midi AX” (A&A Biotechnology)

e Zestaw “Clean up concentrator” (A&A Biotechnology)

e Zestaw ,,Gel-out concetrator” (A&A Biotechnology)

o Zestaw “NovaRED” (Vector Laboratories)

e Zestaw do klonowania “CloneJet” (Thermo Scientific)

e Simpy Safe (EURX)

e Odczynniki do ECL (Thermo Scientific)

e Jednokrotenie stezony roztwor TMB (Thermo Scientific)
e Roztwor lektyn z Galanthus nivalis (Sigma Aldrich)

e Surowicza albumina wotowa (BSA) (Sigma Aldrich)
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Roztwory wywotywacza i utrwalacza RTG (Kodak)

Klisze RTG (Kodak, Fujifilm)

ImmobilonP (Millipore)

BibutaWhatmana 3MM (Whatman)

Roztwor inhibitorow proteaz (Sigma Aldrich)

Jodoacetamid (Fluka)

IPTG (Fermentas)

Barwnik Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma Aldrich)

Ztoze sefarozowe z immobilizowanym glutationem (Sigma Aldrich)

Ztoze agarozowe sprzg¢zone z biatkiem 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-HCI, agaroza, etanol 99,8%, metanol, kwas octowy, kwas siarkowy (V1),
TEMED, Triton X-100, Tween 20, Tween 80, biekit bromofenolowy,
ksylenocjanol, glicyna, B-merkaptoetanol, bromek etydyny, akryloamid, N,N’-
metylenobisakryloamid, SDS, EDTA, sacharoza (POCh)
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8. Wyniki

8.1. Uzyskanie materialu wyjSciowego do badan

8.1.1. Amplifikacja wirusowego materialu genetycznego pochodzacego od
pacjentow oraz konstrukcja chimerycznego heterodimeru glikoprotein
E1E2 dla kazdej z probek
Material wyj$ciowy do badan przedstawionych w tej pracy stanowito 10 fragmentow
DNA (produktow PCR) o dlugosci 1166 nukleotydow kodujacych cata sekwencje
glikoproteiny E2, niewielki C-terminalny fragment sekwencji glikoproteiny E1 oraz
N-terminalny fragment biatka P7 wirusa zapalenia watroby typu C (Rysunek 15). Matryca
wykorzystang do uzyskania tych probek w reakcji odwrotnej transkrypcji bylo catkowite
genomowe RNA wyizolowane z surowicy krwi 10 dziecigcych pacjentéw cierpiagcych na

chroniczng posta¢ zapalenia watroby typu C (wszyscy zainfekowani wirusem genotypu 1a).

5'UTR 3'UTR

1425 1572 2591

< [
4 >

rejon amplifikowany na podstawie materiatu genetycznego pacjentow

Rys. 15 Schemat genomu wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) z zaznaczonym rejonem
podlegajacym amplifikacji z wykorzystaniem jako matrycy materialu genetycznego wirusa
HCV pozyskanego z krwi pacjentéw. Namnazany rejon obejmuje pozycje 1425-2591 (nr
GenBank NC _004102) i zawiera obszary wzglednie stabilne (E1) oraz hiperzmienne (HVR1).

Dzieci zostaly poddane terapii skojarzonej pegylowanym interferonem alfa 2b 1 rybawiryng
zgodnie ze schematem opisanym przez Figlerowicz i wspotautorow (Figlerowicz i wsp.,
2004) w Klinice Chorob Zakaznych i Neurologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Wybrane parametry Kkliniczne, biochemiczne
1 wirusologiczne charakteryzujace pacjentoéw oraz koncowy wynik odpowiedzi na terapie¢
zostaly przedstawione w Tabeli 3. Wyzej wymienione probki otrzymatam w ramach
wspotpracy naukowej od prof. Marka Figlerowicza z Instytutu Chemii Bioorganicznej

Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Na pozyskanie materiatu od pacjentow i wykorzystanie
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go do dalszych badan naukowych uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu (nr 712/02 z dnia 05.09.2002).

Numer Numer Wynik Wiek | Pleé¢ Poczatkowy Poczatkowy Poczatkowa
pacjenta | probki terapii (lata) poziom RNA poziom ALT obecnosé
(kopie/mL) (1u/L) przeciwcial anty-
HCV
P2-04 NR6 NR 13 M 11280000 315 +
P2-05 NR4 NR 11 Z 2170000 53 -
P2-10 NR1 NR 11 M 2670000 45 -
p2-17 SR1 SR 8 M 56300000 19 +
p2-18 SR2 SR 15 Z 696000 54 +
P2-19 NR5 NR 10 Z 726000 35 +
P2-20 SR3 SR 15 Z 152000 37 +
P2-23 NR2 NR 10 M 840000 63 +
pP2-24 TR TR 16 Z 286000 28 +
P2-28 NR3 NR 14 Z 365000 51 -

Tab. 3 Podstawowa charakterystyka pacjentéw, od ktorych pozyskano probki — wybrane
parametry kliniczne, biochemiczne i wirusologiczne. NR — brak odpowiedzi na terapi¢, SR —
trwala odpowiedz na terapie, TR — przejéciowa odpowiedz na terapie, M — pte¢ meska, Z —
pte¢ zenska.

Pierwszym etapem pracy byta amplifikacja 10 produktéw PCR pochodzacych od
pacjentow, ich klonowanie oraz sekwencjonowanie w celu uzyskania sekwencji
reprezentujacych pseudotypy wirusowe, czyli tzw. quasispecies. DNA zostato powielone przy
pomocy polimerazy DNA PWO (polimeraza WALK, A&A Biotechnology) z uzyciem pary

starterOw analogicznych do oryginalnie uzywanych przez zesp6l Prof. Figlerowicza.

Wykorzystane startery zostaty zamieszczone w tabeli ponize;j.

Nazwa startera ' Sekwencja startera 5’-3’
E2W5_FOR ATGAATTCTCCTGGTAGTGCTGCTGCTA
E2W3_REW ATCTGCAGCAGGGATGCTGCATTGAGTA

Tab. 4 Lista starterow uzytych w reakcji PCR stuzgcej powieleniu wyjSciowego materiatu do
badan.
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Produkty reakcji PCR zostaly rozdzielone w 1% zelu agarozowym, prazki odpowiedniej
wielko$ci zostaly wycigte 1 oczyszczone przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnikow
Gel-Out Concentrator. Uzyskane probki DNA zostaly nastgpnie wklonowane do wektora
pJET1.2-blunt zgodnie z protokotem producenta. Transformacja komoérek kompetentnych
TOP10 E. coli kazdym z 10 produktéw ligacji umozliwita otrzymanie serii klonéw, z ktérych
kazdy reprezentowal jedna z sekwencji wirusowych quasispecies charakterystycznych dla
danego pacjenta. Poprawno$¢ wszystkich konstruktow zostata zweryfikowana poprzez
trawienie analityczne z  wykorzystaniem enzymu  restrykcyjnego  Bglll  oraz
sekwencjonowanie. Ostatecznie wybrano losowo 5 sekwencji pseudotypéw wirusowych dla
kazdego z pacjentow, a uzyskane sekwencje DNA w formacie FASTA przestano do dr hab.
Pauliny Jackowiak pracujacej w zespole prof. Marka Figlerowicza. Dr Jackowiak w swojej
pracy doktorskiej wykonata analiz¢ bioinformatyczng puli prébek DNA pochodzacych od
pacjentow ciepigcych na przewlekla posta¢ zapalenia watroby typu C (obejmujaca réwniez
tych pacjentow, od ktorych uzyskano probki przekazane pozniej do prowadzonych przeze
mnie badan) okreslajac czestotliwo$¢ wystepowania réznych sekwencji pierwszego rejonu
hiperzmiennego (ang. hypervariable 1, HVR1) glikoproteiny E2 w badanej populacji
quasispecies (Figlerowicz i wsp., 2010). Poréwnujac otrzymane przeze mnie sekwencje
pseudotypéw wirusowych z baza danych sekwencji rejonu HVR-1, ktorg dysponuje dr
Jackowiak, wybrano po jednej sekwencji dla kazdego z pacjentéw tak, aby byly one
identyczne lub jak najbardziej zblizone do tych, ktore w bazie danych pojawiaja sie
najczesciej. Innymi stowy, zostalty wytypowane sekwencje najbardziej charakterystyczne dla
wszystkich pacjentow. Wyniki wyzej wymienionych analiz zostaly przedstawione w formie
drzew filogenetycznych (drzewa zostaly przygotowane przez dr hab. Pauling Jackowiak).
Probki pochodzace z bazy danych rejonu HVR-1 dr Jackowiak oznaczone sg na drzewach
jako ,,HVR-numer pacjenta”, natomiast nazwy sekwencji pseudo-typéw wirusowych
uzyskanych przeze mnie obejmuja nr pacjenta (liczba oraz litera) i dodatkowo oznaczone sa
czerwong kropka. W przypadku pacjentow, ktorzy trwale odpowiedzieli na terapie¢ (sustained
responders, SR) populacja quasispecies w kazdym przypadku byta zréznicowana. Zgodnie
z wnioskami opublikowanymi grupg prof. Figlerowicza (Figlerowicz i wsp., 2010) jest to
zwigzane z adaptacja pseudotypow wirusowych do nieustannie dziatajacej presji selekcyjne;j.
W zwiazku ze wspomniang réznorodnoscig sekwencji w tej grupie, wybor probki do dalszych
badan nie byl oczywisty. W porozumieniu z dr Jackowiak wybor padl na proby: 17A (SR1),
18E (SR2) oraz 20E (SR3), jako ze zlokalizowane one byty wzdluz jednej linii pionowej na
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kazdym z drzew filogenetycznych, a zatem byly one identyczne w stosunku do wigkszej
grupy sekwencji dostgpnych w bazie danych (Rysunek 16). Populacja wirusowych
quasispecies pacjenta charakteryzujacego si¢ przejsciowa odpowiedzig na terapi¢ skojarzong
(transient responder, TR) okazala si¢ by¢ jeszcze bardziej zréznicowana niz U opisywanych
wyzej pacjentow SR. Jedynie dwa klony (24A oraz 24F) posiadaty sekwencje HVRI
wystepujaca w analizowanej bazie danych i z tych dwoch losowo wybrano probke 24A

(sekwencja klonu 24F byla tozsama). 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 wystepujacej u pacjentow, ktorzy
trwale/przejsciowo odpowiedzieli na terapi¢ skojarzong interferonem 1 rybawiryna.
Czerwonymi kropkami zaznaczono sekwencje pseudo-typoéw wirusowych uzyskane poprzez
amplifikacje materiatu wyjsSciowego
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Co ciekawe, sytuacja w grupie pacjentow, ktorzy nie zareagowali na zastosowang terapi¢
(nonresponders, NR) wygladata odmiennie. Wspomniane juz wyniki uzyskane przez grupg
prof. Marka Figlerowicza wskazywaly, ze ewolucja populacji quasispecies w grupie
nonresponders jest silnie ograniczona, prawdopodobnie ze wzgledu na koniecznos$¢
zachowania okre$lonych wlasciwosci rejonu HVR1. W zwigzku z tym faktem populacje
pseudotypoéw wirusowych pochodzacych od pacjentow NR sa bardzo jednorodne, a zatem
stworzone na ich podstawie drzewa filogenetyczne jedynie w niewielkim stopniu
rozgatezione (Rysunek 17). Wybor sekwencji charakterystycznej dla kazdego z pacjentéw nie
stwarzal zatem trudnos$ci 1 zdecydowano si¢ na nastgpujace klony: 10C9 (NR1), 23A (NR2),
28G (NR3), 5H (NR4), 19J (NR5), 4F (NR®6). Jedynie w przypadku pacjenta NR3 populacja
quasiespecies odbiegata nieco od pozostalych i wykazywala wicksza réznorodnosé. Tutaj
podobnie, jak przy analizie probek z grupy SR, zdecydowano si¢ na wybor tej sekwencji,
ktéra byla identyczna z jak najwieksza liczbg sekwencji dostepnych w bazie danych. Warto
takze zwroci¢ uwage, ze wsérdd analizowanych sekwencji otrzymanych dla pacjenta NR3

znalazta si¢ jedna posiadajaca delecje (klon 28D) i zostata ona od razu odrzucona.
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Rys. 17 Analiza filogenetyczna — drzewa filogenetyczne skonstruowane na podstawie rejonu
HVRI1 glikoproteiny E2 dla populacji HCV wystgpujacej u pacjentow, ktdrzy nie
odpowiedzieli na terapi¢ skojarzong interferonem i rybawiryng. Czerwonymi kropkami
zaznaczono sekwencje pseudo-typow wirusowych uzyskane poprzez amplifikacje materiatu
wyjsciowego

Utworzenie niekowalencyjnego heterodimeru przez glikoproteiny E1 i E2 jest
jedynym sposobem na to, by biatka ostonkowe wirusa HCV zachowaty funkcjonalno$¢.
Z tego wzgledu zdecydowano si¢ na odtworzenie heterodimeru dla wszystkich badanych
probek pochodzgcych od pacjentow. Jednakze biorgc pod uwage fakt, ze pozyskane od
pacjentéw fragmenty DNA zaliczane byly do probek archiwalnych w momencie ich
przekazania w nasze rece i tym samym niemozliwym bylo uzyskanie oryginalnych sekwencji
pelnej glikoproteiny EIl, zdecydowano si¢ na wykorzystanie referencyjnego szczepu
laboratoryjnego H77¢c. Sekwencja glikoproteiny E1 charakteryzuje si¢ stosunkowo niewielka
zmienno$cig genetyczng, a sam szczep H77c¢ nalezy do tego samego genotypu i subtypu co
badane probki (la), dlatego tez konstrukcja chimerycznego heterodimeru glikoprotein
ztozonego z czeSci pochodzacej ze szczepu referencyjnego (cze$¢ El) oraz z czesci
pozyskanej od pacjenta (fragment E1 oraz cata sekwencja E2) byla uzasadniona. Proces
rekonstrukcji heterodimeru dla kazdej z probek odbywat si¢ trzyetapowo. Pierwszym krokiem
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byta amplifikacja sekwencji kodujacej glikoproteing E1 z wykorzystaniem referencyjnego
szczepu laboratoryjnego H77c jako matrycy oraz amplifikacja sekwencji kodujacej
glikoproteing E2 wraz z niewielkim fragmentem biatka E1 na podstawie wklonowanego do
wektora pletl.2 fragmentu DNA pochodzacego od pacjenta. Produkty reakcji PCR zostaly
rozdzielone w 1% zelu agarozowym, a prazki odpowiedniej wielkosci (ok 400 par zasad dla
El i 1100 par zasad dla E1/E2) wycigte i oczyszczone przy pomocy komercyjnego zestawu
odczynnikow Gel-Out Concentrator. Drugim krokiem bylo potaczenie ze sobg otrzymanych
fragmentow DNA za pomoca techniki ,,assembly” PCR. Proces ten podzielony byt na dwa
etapy. W pierwszym z nich produkty wczesniejszych reakcji PCR, posiadajace wspdlng czes$¢
sekwencji (N-koncowy fragment sekwencji kodujacej glikoproteing E1), ulegty hybrydyzacji,
a nast¢pnie zostaty wydtuzone przez polimeraz¢ bez wykorzystania starteréw. Efektem tego
dziatania byto stworzenie chimerycznej sekwencji, ktora nastgpnie zostata wykorzystana jako
matryca. W drugim etapie do mieszaniny reakcyjnej dodano specyficzne startery i ponownie
przeprowadzono reakcje PCR w odpowiednio dobranych warunkach. Cato$¢ produktu reakcji
,,assembly” PCR zostata rozdzielona w 1% zelu agarozowym, prazki o wielkosci ok. 1500 par
zasad zostaly wyciete z zelu, a DNA oczyszczone przy pomocy komercyjnego zestawu
odczynnikow Gel-Out Concentrator. We wszystkich opisanych powyzej reakcjach PCR
wykorzystana zostala polimeraza DNA KOD, a takze specyficzne startery zamieszczone
w Tabeli 3. Ostatnim krokiem niezbednym do uzyskania chimerycznego heterodimeru byto
wklonowanie ostatecznego produktu do plazmidu ekspresyjnego H77¢ (w pcDNA3.1).
Zarowno produkty reakcji PCR, jak 1 wektor H77c¢ poddano trawieniu enzymami
restrykcyjnymi Notl oraz Bsp861 (Nrul), a nast¢pnie poddano ligacji przy uzyciu ligazy T4.
Poprawno$¢ otrzymanych konstruktow zostata zweryfikowana przy pomocy trawienia
analitycznego z wykorzystaniem tej samej pary enzymow restrykcyjnych, ktéra zostata
wspomniana powyzej oraz poprzez sekwencjonowanie. Schemat calego procesu
przedstawiono na Rysunku 18, za$ liste starteréw uzytych w reakcji ,,assembly” PCR

zestawiono w Tabeli 5.
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E2 reverse

E1 reverse
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E1 forward .
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H77.20 PACJENT
(GENOTYP 1A) (GENOTYP 1A)

H77c

(pcDNA3.1)

Rys. 18 Schemat uzyskania chimerycznego heterodimeru glikoprotein ELIE2 przy pomocy
reakcji taczacego PCR (ang. ,,Assembly” PCR).
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Numer
pacjenta

P2-04

P2-05

P2-10

p2-17

p2-18

P2-19

P2-20

P2-23

P2-24

p2-28

Numer

probki

NR6

NR4

NR1

SR1

SR2

NR5

SR3

NR2

TR

NR3

E1 Starter Forward

5->3

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
c

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
C

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
C

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
C

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
c

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
c

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
C

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
C

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
C

GTCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACG
c

E1 Starter Reverse
5 >3

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

CCTTCGCCCAGTTCCCCACCATG
GAG

E2 Starter Forward
5 >3

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

TGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGC
TGC

E2 Starter Reverse
5 >3

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT
GAG

AAAAGCGGCCGCCTTTTACGCCTCCGCTTGGGATAT
GAG

AAAAGCGGCCGCCTTTTACGCCTCCGCTTGGGATAT
GAG

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT
GAG

AAAAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTCGAGATAT
GAG

AAAAGCGGCCGCCTTTTACGCCTCCGCTTGGGATAT
GAG

AAAAGCGGCCGCCTTTTACGCCTCCGCTTGGGATAT
GAG

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT
GAG

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT
GAG

CTCGAGCGGCCGCCTTTTATGCCTCTGCTTGAGATAT
GAG

Tab. 5 Lista starterow uzytych w reakc;ji ,,assembly” PCR stuzacej uzyskaniu chimerycznego heterodimeru glikoprotein E1E2 dla kazdej
z probek pochodzacych od pacjentdw.
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8.1.2. Produkcja chimerycznych heterodimeréw glikoprotein E1E2 wirusa HCV

w komorkach ssaczych.

Ostatnim krokiem majacym na celu weryfikacje zrekonstruowanych sekwencji
kodujacych heterodimery glikoprotein byta ich ekspresja w komoérkach ssaczych linii
HEK293 oraz immunocytochemiczne barwienie uzyskanych biatek in situ. Komérki HEK293
zostaly transfekowane przygotowanymi konstruktami z wykorzystaniem komercyjnego
odczynnika do transfekcji Polyplus jetPRIME. Wszystkie uzyte plazmidy ekspresyjne niosgce
sekwencje heterodimeréw umozliwily synteze obu biatek (widoczng w postaci czerwono-
zabarwionych komorek), a zatem poprawnos¢ ich wykonania zostata potwierdzona (Rysunek
19).
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Rys. 19 Detekcja glikoprotein E1 oraz E2 w transfekowanych komoérkach HEK293. Komorki
48 godzin po transfekcji utrwalono na ptytce przy uzyciu 4% roztworu paraformaldehydu,
a nastepnie glikoproteiny wykrywano z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial
monoklonalnych anty-E1 (1:500) i anty-E2 (1:300). Kolor czerwony oznacza detekcje
odpowiedniego biatka. WT — typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna;
MOCK — komorki HEK293 transfekowane mieszaning odczynnikow niezawierajgcg DNA,
kontrola negatywna.
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8.2. Analiza strukturalna glikoprotein E1E2 wirusa HCV, zawierajacych warianty

genetyczne glikoproteiny E2 pochodzace od pacjentow

8.2.1. Analiza masy czgsteczkowej uzyskanych glikoprotein wirusa HCV

W celu weryfikacji podstawowych wtasciwosci biochemicznych glikoprotein
tworzacych chimeryczne heterodimery przeprowadzono elektroforeze poliakryloamidowa
w warunkach redukujacych oraz analize typu Western Blotting. W zelu poliakryloamidowym
o wlasciwej procentowosci (odpowiednio 12% i 10% dla biatek E1 oraz E2) rozdzielono
lizaty komorek transfekowanych konstruktami kodujacymi badane heterodimery glikoprotein
wirusa HCV. Za kazdym razem stosowano 5% poliakryloamidowy zel zaggszczajacy.
Po zakoficzonym rozdziale biatka zostaly przeniesione na btong PVDF (transfer mokry
bialek), a nastgpnie przeprowadzono Western Blotting z wykorzystaniem specyficznych
przeciwcial pierwszorzgdowych. We wszystkich konstruktach obie glikoproteiny wirusowe
zostaly prawidlowo rozpoznane przez uzyte przeciwciala. W przypadku glikoproteiny E1
analiza Western Blotting nie tylko potwierdzita prawidtowg mase czasteczkowsg (30-35 kDa),
ale takze wuwidocznita obecno$¢ trzech glikoform badanego biatka (Rysunek 20).
Wystepowanie biatka E1 o r6znym stopniu N-glikozylacji jest zgodne z dostgpnymi danymi
literaturowymi (Dubuisson i wsp., 2000, Haddad i wsp., 2017). W przeciwienstwie do
wynikow otrzymanych dla glikoproteiny E1, dane uzyskane po analizie bialka E2 nie byly
identyczne dla kazdego z badanych konstruktow. Warianty glikoproteiny E2 pochodzace od
pacjentow, ktorzy nie odpowiedzieli na terapi¢ anty-HCV migrowaly szybciej w zelu
poliakryloamidowym, co wskazywato na nizsza masa czasteczkowa niz oczekiwane 62 kDa
(Rysunek 20). Mozliwym wyjasnieniem tego stanu rzeczy mogly by¢ zmiany we wzorze

N-glikozylacji tych biatek.
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Rys. 20 Analiza masy czasteczkowej uzyskanych glikoprotein wirusa zapalenia watroby typu
C — elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach redukujacych oraz detekcja glikoprotein
E1l oraz E2 w lizatach komérkowych. Lizaty komérkowe wykonane 48 godzin po transfekcji
rozdzielono w 10% (E2) lub 12% (E1) zelu poliakryloamidowym, a nastepnie glikoproteiny
wykrywano z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial monoklonalnych anty-E1 (1:2000)
oraz anty-E2 (1:500). WT — typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna;
MOCK - lizat komoérek HEK293 transfekowanych mieszaning odczynnikéw niezawierajaca
DNA, kontrola negatywna

8.2.2. Analiza formowania heterodimeru glikoprotein E1E2

Jak zostalo juz wczesniej wspomniane, glikoproteiny ostonkowe wirusa zapalenia
watroby typu C zachowuja swoje funkcje tylko wtedy, gdy tworzg tzw. niekowalencyjny
heterodimer. W celu sprawdzenia, czy w analizowanych konstruktach proces
heterodimeryzacji nie zostal zaburzony wykonano immunoprecypitacje. Komercyjne
poliklonalne przeciwciata skierowane przeciwko glikoproteinie E2 zostalo uzyte do
wyodrebnienia kompleksow glikoprotein E1E2 z lizatow transfekowanych komorek HEK293.
Kompleksy te zostaly nastepnie poddane elektroforezie SDS-PAGE w warunkach
redukujacych oraz analizie typu Western Blotting. Uzyskane wyniki byly zgodne
z oczekiwaniami - ,wychwycone” kompleksy bialek pod wplywem dziatania
B-merkaptoetanolu zostaty rozdzielone na 2 niezalezne glikoproteiny, ktore dato si¢ wykry¢

przy pomocy specyficznych przeciwcial monoklonalnych anty-E1 oraz anty-E2 (Rysunek 21).
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Kontrola negatywna nie dala zadnego sygnatu, co potwierdza, ze eksperyment zostat
przeprowadzony prawidlowo. Podsumowujac, potaczenie w formg¢ chimerycznych
kompleksow glikoprotein E1 (z laboratoryjnego szczepu referencyjnego H77¢) oraz E2

(pochodzace od pacjentéw) nie zaburzylo procesu heterodimeryzacji tych biatek.
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Rys. 21 Badanie zdolnosci glikoprotein EIE2 do tworzenia heterodimeréw za pomoca
immunoprecypitacji — elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach redukujacych oraz
detekcja glikoprotein E1 oraz E2 w lizatach komérkowych. Lizaty komérkowe wykonane 48
godzin po transfekcji rozdzielono w 10% (E2) lub 12% (E1) zZelu poliakryloamidowym,
a nastgpnie glikoproteiny wykrywano z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat
monoklonalnych anty-E1 (1:2000) oraz anty-E2 (1:500). WT - typ dziki szczepu
referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK — lizat komodrek HEK?293
transfekowanych mieszaning odczynnikow niezawierajaca DNA, kontrola negatywna.

8.2.3. Analiza stanu N-glikozylacji wariantéw glikoproteiny E2

Wyniki zaprezentowane w podrozdziale 8.2.1 wskazuja, ze warianty glikoproteiny E2
pochodzace od pacjentow z grupy ,,non responders" charakteryzowaty si¢ nizszg masg
czasteczkowa w porownaniu do probek z pozostatych grup pacjentow (,,sustained responders”
oraz ,transient responder"). Wyjasnienia tej sytuacji mozna doszukiwa¢ si¢ w zmienionym
wzorze N-glikozylacji tych biatek. Aby zweryfikowaé¢ te mozliwos¢ wykorzystano
oprogramowanie Geneious do wykonania translacji in silico posiadanych sekwencji
wszystkich wariantéw glikoproteiny E2 pochodzacych od pacjentdéw, a nastgpnie za pomoca
programu Net-N-Glyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) sprawdzono ich stan
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glikozylacji. Serwer Net-N-Glyc umozliwia przewidywanie wystepowania reszt cukrowych
w miejscach N-glikozylacji wykorzystujac sztuczne sieci neuronowe (ang. Neural networks)
do rozpoznawania w analizowanej sekwencji charakterystycznego dla procesu N-glikozylacji
wzoru aminokwasowego Asn-X-Ser/Thr (gdzie X moze by¢ dowolnym aminokwasem
z wyjatkiem proliny). Dzieki Net-N-Glyc mozna takze latwo odnalez¢ mutacje w tej
konsensusowej sekwencji blokujace przylaczanie si¢ glikanéw. Otrzymane wyniki
potwierdzity wystgpowanie zmian we wzorze N-glikozylacji w sekwencjach wytacznie tych
wariantow glikoproteiny E2, ktére pochodzily od pacjentow nieodpowiadajgcych na terapig.
Na zalgczonym ponizej Rysunku 22 przestawiono przyktadowe wyniki analizy sekwencji
wariantow glikoproteiny E2 pochodzacych ze wszystkich trzech grup pacjentéw (po jednym
wyniku dla kazdej z grup). W kazdym przypadku kolorem czerwonym zaznaczono
aminokwas asparaging (N), za$ kolorem niebieskim pozostale dwa aminokwasy tworzace

wzor N-glikozylacji.
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ETTISGGVTARGTASLVNFFSPGPSQNIQLINTNGSWHINRTASNCNDSLNTGWVAGLLYYNRFNSSGCPERLASCRSLT 80
YFDQGWGPISYANESGSDOQRPYCWHY PPRPCGIVRAKDVCGPVYCFTPSPVVVGTTDRSGAPTYNWGANETDVFVLNNTR 160
PPLGNWFGCTWMNSTGFTEVCGAPPCVIGGAGNRKTLLCPTDCFREKHPEATYSRCGSGPWITPRCMVHYPYRLWHYPCTIN 240
Y TVFRVRMYVGGVEHRLEAACNWTRGERCNLEDRDRSELSPLLLSTTQWQVLPCSFTTLPALSTGLIHLHQNTVDVQYLY 320

GVGSSIASWAIKWDYVVLLFLLLADARVCSCLWMMEFLISRAEA

NetNGlyc 1.8: predicted N-glycosylation sites in Sequence
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TR
ETHVTGGSAGHATAGFTSLFSSGPKONIQLINTNGSWHINRTALNCHDSLOTGWVAGLFYHENRFNSSGCPERLASCRTLA 80
DFDQGWGPISYANGSGPDQCPYCWHYPPRPCGIVPAKNVCGPVYCFTPSPVVVGTTDRSGAPTYSWGENDTDVEFVLNNTR 160
PPLGNWFGCTWMNSTGFTKVCGAPPCVIGGVGNNTLRCPTDCFRKHPEATYSRCGSGPWITPRCLVDYPYRLWHYPCTIN 240
YTTFKVRMYVGGVEHRLDAACNWTRGERCDLEDRDRSELSPLLLSTTQWQVLPCSFTTLPALSTGLIHLHQNIVDVQYLY 320

GVGSSIASWAIKWDYVVLLFLLLADARVCSCLWMMLLISQAEA
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NR3
RTHVTGGDVAQTTARVASFFALGPKONIQLVNTNGRWHINRTALNCNDSLNTGWVVGLFHYSKFNSSGCPERLASCRSLT 80
DFDQGWGPISYADGSGSDQRPYCWHHPPRPCGIVPAKDVCGPVYCFTPSPVVVGTTDRSGTPTYSWGENDTDVEVLNNTR 160
PPLGNWFGCAWMNSTGFTKVCGAPPCVIGGVGNNTLHCPTDCFRKHPEATYSRCGSGPWITPRCLVDYPYRLWHYPCTIN 240
YTRFKVRMYVGGVEHRLDAACNWTRGERCDLEDRDRSELSPLLLSTTQWQVLPCSFTTLPALSTGLIHLHONIVDVQYLY 320

GVGSSIASWAIKWDYVVLLFLLLADARVCSCLWMMLLISQAEAKAAR

NetNGlyc 1.8: predicted N-glycosylation sites in seq.1
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Rys. 22 Analiza stanu N-glikozylacji wariantow glikoproteiny E2 pochodzacych od
pacjentow przy uzyciu serwera Net-N-Glyc 1.0 — wyniki uzyskane dla wybranych,
przyktadowych sekwencji pochodzacych ze wszystkich trzech badanych grup pacjentow.
Kolor czerwony — asparagina (N), kolor niebieski — pozostate aminokwasy tworzgce wzor N-
glikozylacji.
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Kazda z sekwencji E2 pochodzaca z grupy NR charakteryzowata si¢ mutacjami
powodujacymi strat¢ przynajmniej jednego miejsca N-glikozylacji. Nalezy takze zwrocié
uwage na fakt, ze niektére z miejsC N-glikozylacji ulegaty delecji u wigcej niz jednego

pacjenta. Podsumowanie otrzymanych wynikoéw znajduje si¢ na Rysunku 23 oraz w Tabeli 6.

NR1 NR4 NR2 NR2 NR5

NR3 NR6 NR3
NR4

Rys. 23 Schemat glikoproteiny E2 zapalenia watroby typu C (HCV) z zaznaczonymi
miejscami  N-glikozylacji. Czerwone krzyzyki wskazuja zmiany w sekwencji biatka
prowadzace do utraty danego miejsca N-glikozylacji u pacjentow z grupy nicodpowiadajacej
na terapi¢ anty-HCV (NR). N1-N11 - kolejne miejsca N-glikozylacji, HVR1,2,3 - rejony
hipermienne, TMB - domena przezbtonowa

Numer WW Sekwencja mutacji w
e -glikozylacji miesca N-glikozylacji . . ..
probki (numer aminokwasu) typu dzikiego I Rl Al e
NR1 N1 (AA417) Asn-Gly-Ser Asn-Gly-Asn
N5 (AA476) Asn-Gly-Ser Asn-Gly-Arg
NR2 N8 (AA556) Asn-Ser-Thr SST
N1 (AA417) Asn-Gly-Ser NGN
NRS N5 (AA476) Asn-Gly-Ser DGS
N1 (AA417) Asn-Gly-Ser NGR
NR4 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 obrebie wzoru charakterystycznego dla wystepowania miejsc
N-glikozylacji Asn-X-Ser/Thr — mutacje skutkujgce utratg glikanéw. NR — brak odpowiedzi
na terapi¢, SR — trwata odpowiedz na terapie, TR — przejSciowa odpowiedz na terapi¢, AA -
aminokwas, N1-N9 miejsca N-glikozylacji 1-9.
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8.3. Analiza funkcjonalna zrekonstruowanych heterodimeréw glikoprotein,

niosacych zmienione genetycznie warianty glikoproteiny E2

8.3.1. Badanie stopnia wigzania si¢ réznych wariantéw glikoproteiny E2 do

lektyn pochodzacych z Galanthus nivalis

Aby potwierdzi¢ zmiany w poziomie glikozylacji poszczegdlnych wariantow
glikoproteiny E2, postanowiono okresli¢ site wigzania tych biatek do lektyn w tescie GNA-
capture ELISA. Aglutynina GNA (Galanthus nivalis), otrzymywana z przebisniegu, jest
cztonkiem rodziny bialek wiazacych glikany, ktore specyficznie rozpoznaja i wigza rdzne
glikoproteiny wirusowe (Kaku i Goldstein, 1989). Na ptytki 96-dotkowe optaszczone
uprzednio roztworem lektyny GNA, nalozono lizaty komorkek transfekowanych plazmidami
kodujacymi zaré6wno dziki, jak i chimeryczne heterodimery glikoprotein E1E2. Detekcja
powstatych kompleksow mozliwa byta przy zastosowaniu specyficznych monoklonalnych
przeciwcial anty-E2 (ALP98) oraz wywotaniu reakcji barwnej. Do§wiadczenie wykonywano
trzykrotnie, za kazdym razem wykorzystujac seryjne rozcienczenia wykorzystywanych
lizatéw komorkowych (dane nie zostaly pokazane w niniejszej pracy). Otrzymane wyniki,
bedace usrednieniem trzech niezaleznych eksperymentow, jasno pokazuja, ze te warianty
glikoproteiny E2, ktére pochodzity od pacjentow charakteryzujacych si¢ brakiem odpowiedzi
na terapi¢ anty-HCV i u ktoérych w analizach Net-N-Glyc wykazano zmiany we wzorze
N-glikozylacji, zdecydowanie gorzej wigzane sg przez lektyng GNA. Zalezno$¢ t¢ najtatwiej
mozna zauwazy¢ w przypadku probek NR1, NR3 oraz NR4 — sygnal pochodzacy od tych
wariantow glikoproteiny E2 osiggngt mniej niz 50% wartosci reprezentowanej przez
glikoproteing E2 typu dzikiego. Podsumowujac, powyzsze obserwacje potwierdzaja, ze we
wszystkich probkach wywodzacych si¢ od pacjentow z grupy NR proces N-glikozylacji byt
niekompletny (Rysunek 24).

82



=
=
o

Y
]
o

=
o
o

oo}
o

@
o

S
o

[
o

*
*
*
*
.
*
0 [ I I I I I I I I
wt SR1 SR2 SR3 R NR1 NR2 NR3 NR4 NRS NR6

mock

Procent wigzania do lektyn w stosunku do WT

Warianty glikoproteiny E2 pochodzace od pacjentow

Rys. 24 Analiza stopnia wigzania wariantow glikoproteiny E2 do lektyn GNA. Lizaty
komoérkowe wykonane 48 godzin po transfekcji, dodano do dotkéw ptytki 96-dotkowej
uprzednio optaszczonych roztworem lektyn GNA. Zwigzane glikoproteiny wykrywano
z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial monoklonalnych anty-E2 ALP98 (1:500).
Wynik, bedacy $rednig trzech niezaleznych eksperymentow, przedstawiono jako procent
przytaczenia glikoprotein do lektyn w odniesieniu do szczepu kontrolnego H77C = 100%
(* P <0,01). WT — typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK —
lizat komorek HEK293 transfekowanych mieszaning odczynnikéw niezawierajacg DNA,
kontrola negatywna

8.3.2. Badanie stopnia powinowactwa wariantéw genetycznych glikoproteing¢ E2

do receptora komorkowego CD81

Receptor CD81 to bialko nalezace do rodziny tetraspanin — posiada ono tacznie cztery
domeny transblonowe: dwa krotkie konce cytoplazmatyczne, jedng krotka petle
cytoplazmatyczag oraz dwie domeny zewnatrzkomérkowe, zwane malg petla
zewnatrzkomorkowg (ang. Small Extracellular Loop, SEL) 1 duza petla zewnatrzkomorkowa
(ang. Large Extracellular Loop, LEL) (Banse i wsp., 2018). Aby moc dokona¢ oceny stopnia
wigzania si¢ wariantow genetycznych glikoproteiny E2 do receptora komorkowego CD8I,
konieczne byto uprzednie przygotowanie preparatu zawierajacego duza zewnatrzkoméorkowa
petle wspomnianego receptora. CD8I1-LEL zostala nadprodukowana w postaci bialka
rekombinowanego, polaczonego z transferazg S-glutationowg (CD81-LEL-GST),
w komorkach bakteryjnych E. coli szczepu BL21. Przylaczenie fragmentu receptora do biatka
fuzyjnego GST znaczaco upraszcza procedury oczyszczania za pomocg chromatografii

powinowactwa. Na potrzeby analiz opisywanych w niniejszej pracy, oczyszczanie duzej petli
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zewnatrzkomérkowej — biatka  CD81  przeprowadzono na  zlozu  sefarozowym
z immobilizowanym glutationem. Poszczegoélne frakcje zebrane w czasie calej procedury
poddano elektroforezie w zZelu poliakryloamidowym w warunkach redukujacych,
a nastgpnie zel zabarwiono z wykorzystaniem roztworu barwnika Coomassie Brilliant Blue R-
250 (Rysunek 25). Na podstawie uzyskanego wyniku zdecydowano o polgczeniu frakcji 6-9
jako posiadajacych zblizone ilosci biatka fuzyjnego. Cato§¢ materialu poddano dializie
w buforze Tris-HCl o zmiennym pH. Gotowy preparat poddano rozdziatlowi w zelu
poliakryloamidowym, a nast¢pnie detekcji metoda Western Blotting z wykorzystaniem
specyficznych przeciwcial anty-CD81 w celu potwierdzenia obecnosci oczekiwanego
fragmentu receptora CD81 w badanej probie (wyniki niezaprezentowane w niniejszej pracy).

Stezenie oczyszczonego biatka fuzyjnego CD81-LEL-GST oceniono na 0,5 mg/ml.

11 12 13

- s e
—15 |

Rys. 25 Analiza preparatéw biatkowych otrzymanych po oczyszczaniu na zlozu sefarozowym
z immobilizowanym glutationem — elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach
redukujacych (10% zel rozdzielajacy) probek pochodzacych z kolejnych etapdw oczyszczania
biatka fuzyjnego GST-CD81-LEL. Barwienie zelu przy pomocy roztworu Coomassie
Brilliant Blue R-250, wszystkie probki w koncowe;j objetosci 30 ul.

1 — lizat komorkowy (10 pl)

2,3 — frakcje biatek niezwigzanych (10 ul)

4 — frakcja po ptukaniu biatek niespecyficznie zwigzanych (10 pl)

5 — 9 — probki z kolejnych frakcji elucyjnych (po 25ul)

11 - BSA (100 pg/ml)

12 — BSA (500 pg/ml)

13 - BSA (1000 pg/ml

GST - transferaza S-glutationowa, BSA — surowicza albumina wotowa,
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Badania stopnia wigzania wariantéw genetycznych glikoproteiny E2 do receptora
komorkowego CDS81 dokonano przy pomocy testu ELISA. GST-CD81-LEL zwigzany
z powierzchnig studzienek ptytki 96-dotkowej zostal wykorzystany do wigzania bialek E1E2
pochodzacych z lizatow komorkowych. Jako kontrole negatywna zastosowano lizaty komorek
transfekowanych mieszaning odczynnikow niezawierajacg DNA. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze chimeryczne heterodimery E1E2 byly zdolne do wigzania rekombinowanego CD81-LEL
z rozng wydajnosciag. W pieciu z szeSciu probek pochodzacych z grupy NR mozna
zaobserwowaé znacznie nizsza sil¢ wigzania niz w przypadku typu dzikiego (kontroli
pozytywnej) oraz probek nalezacych do grup z SR 1 TR (Rysunek 26). Powyzsze dane moga
sugerowaé, ze zmiany we wzorze N-glikozylacji E2, wystepujace wylacznie u pacjentow
z grupy NR, moga mie¢ wpltyw na funkcjonowanie glikoproteiny E2, zwlaszcza na jej
wigzanie z receptorem CDS81. Jedna z hipotez, ktora moglaby stanowi¢ wyjasnienie tego
zjawiska, jest wystepowanie zmian w konformacji biatka E2 spowodowanych utrata miejsc
N-glikozylacji. Inne utozenie przestrzenne glikoprotein, a nie zniszczenie sekwencji motywu
bedacego miejscem wigzania glikoproteiny E2 z receptorem CD81, moze przyczynia¢ si¢ do

ostabienia sity wigzania si¢ ze sobg tych dwoch bialek.
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Rys. 26 Analiza sily wigzania chimerycznych heterodimeréw E1E2 z receptorem CD81. Do
wychwytywania heterodimeréw glikoproteiny WT 1 chimerycznych E1E2 z lizatow
przejsciowo transfekowanych komorek HEK 293T zastosowano biatko fuzyjne sprz¢zone
z transferazg S-glutationowg CD81-LEL-GST. Kompleksy CD81-E2 wykrywano za pomoca
przeciwcial monoklonalnych ALP98 (1:500). Wynik, bedacy $rednig trzech niezaleznych
eksperymentow, przedstawiono jako procent przylaczenia glikoprotein do receptora w
odniesieniu do szczepu kontrolnego H77C = 100% (* P < 0,01). WT — typ dziki szczepu
referencyjnego H77c, kontrola pozytywna;, MOCK — lizat komoérek HEK293
transfekowanych mieszaning odczynnikéw niezawierajaca DNA, kontrola negatywna
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8.3.3. Analiza poprawnosci faldowania bialek — Western Blotting i ELISA

z wykorzystaniem panelu przeciwcial konformacyjnych

Cho¢ dostepne dane literaturowe pokazuja, ze mutacje w E2 wplywajace na stan
glikozylacji bialka mogg prowadzi¢ do zmniejszenia skuteczno$ci neutralizujacych
przeciwcial HCV (Pantua i wsp., 2013) mechanizm ten nie zostal w pelni poznany.
Przeciwciatlo monoklonalne AP33, uzyskane przez zespdt prof. Arvinda Patela na
Uniwersytecie w Glasgow, jest szeroko stosowane w wielu pracowniach badawczych ze
wzgledu na bardzo silne whasciwosci neutralizujace (Desombere i wsp., 2016). Jego unikalng
cecha jest zdolno§¢ do szerokiego dzialania neutralizujacego, poprzez krzyzowe
rozpoznawanie glikoprotein pochodzacych z roéznych izolatow HCV. Czgéciowo
konformacyjnym epitopem dla tego przeciwciala jest rejon 412-423 w sekwencji
glikoproteiny E2, w obrebie ktorego znajduja si¢ az dwa miejsca N-glikozylacji (E2N1,
E2N2). Rejon ten jest jednym z gtéwnych celéw branych pod uwage przy projektowaniu
szczepionek (Owsianka i wsp., 2005). Analiza western blotting z wykorzystaniem przeciwciat
AP33 wykazata, ze wszystkie warianty glikoproteiny E2 posiadajace mutacje w pierwszym
miejscu N-glikozylacji (miejsce N1) byly zdecydowanie stabiej rozpoznawane przez to
przeciwcialo niz pozostate probki. Co wigcej, wariant glikoproteiny E2 pozbawiona miejsc
glikozylacji N1 1 N3 (probka NR4) nie zostata w ogole wykryta przez to przeciwciato
(Rysunek 27A). W celu zbadania potencjalnego wptywu zmian we wzorze glikozylacji E2 na
lokalng konformacje biatka, a tym samym na rozpoznawanie przez wrazliwe na konformacj¢
przeciwciala neutralizujace, przeprowadzono test ELISA. Warianty E2 pochodzace od
dziesigciu pacjentow poddano analizie za pomocg panelu czterech ludzkich przeciwciat
rozpoznajacych konformacyjne epitopy (HC-1, HC-11, CBH-4B, HC84.1). Epitopy te
zlokalizowane sa3 w 4 z 5 domen antygenowych w obrgbie sekwencji E2. Wszystkie
przeciwciala posiadaja zdolno§¢ do krzyzowego rozpoznawania biatka E2 oraz szerokiej
neutralizacji wirusOw roéznych genotypow (genotypy 1-6). Uzyskane wyniki wykazaly, ze
probki E2 pochodzace wytacznie od pacjentow nieodpowiadajacych na terapi¢ 1 posiadajace
mutacje we wzorze N-glikozylacji byly zdecydowanie gorzej rozpoznawane przez wszystkie
wykorzystane przeciwciala (Rysunek 27B), co wskazuje na mozliwa zmiang lokalnej
konformacji glikoproteiny E2. Daje to podstawe do stwierdzenia, ze wiriony HCV niosace
warianty glikoproteiny E2 ze zmienionym wzorem glikozylacji obecne u pacjentdw jeszcze

przed rozpoczeciem terapii, mogg przetrwac leczenie jako tzw. mutanty ucieczkowe wirusa.
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Rys. 27 Analiza poprawnosci faldowania wariantow glikoproteiny E2 — doswiadczenia z
wykorzystaniem panelu przeciwciat konformacyjnych oraz neutralizujgcych

A. Poréwnanie rozpoznawania wariantow glikoproteiny E2 pochodzacych od pacjentow przez
przeciwciata neutralizujgce i nieneutralizujgce — analiza typu Western Blotting. Glikoproteiny
E2 pochodzace z lizatow komoérek HEK293 wykrywano za pomocg nieneutralizujgcych oraz
niekomformacyjnych przeciwcial (1:1000, goérny panel) lub neutralizujgcych i nieznacznie
konformacyjnych przeciwciat AP33 (1:2000, panel S$rodkowy). Detekcje [B-aktyny
przeprowadzono jako kontrolg ilosci materiatu w probkach nanoszonych na zel. WT — typ
dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK — lizat komérek HEK293
transfekowanych mieszaning odczynnikoéw niezawierajagcg DNA, kontrola negatywna.

87



B. Analiza obecnosci prawidlowych epitopow konformacyjnych w  chimerycznych
herterodimerach glikoprotein E1E2 — test typu ELISA. Lizaty komérkowe wykonane 48
godzin po transfekcji, dodano do dotkow ptytki 96-dotkowej uprzednio optaszczonych
roztworem lektyn GNA. Zwigzane glikoproteiny wykrywano z wykorzystaniem panelu
neutralizujacych i1 wrazliwych na konformacje przeciwciat anty-E2. Jako kontrole negatywna
zastosowano przeciwciato monoklonalne ALP98 rozpoznajace liniowy epitop. Wynik, bedacy
$rednig trzech niezaleznych eksperymentow, przedstawiono jako procent rozpoznawania
glikoprotein przez przeciwciala w odniesieniu do szczepu kontrolnego H77C = 100% (* P <
0,01). WT — typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK — lizat
komoérek HEK293 transfekowanych mieszaning odczynnikow niezawierajacg DNA, kontrola
negatywna

8.3.4. Ocena regulacji ekspresji czasteczek MHC Kklasy I przez warianty

genetyczne glikoproteiny E2 metodg cytometrii przeplywowej

Czasteczki gtoéwnego ukladu zgodnosci tkankowej (MHC) odgrywaja kluczowa role
w komunikacji miedzy komoérkami uktadu odpornosciowego, a ich celami, takimi jak np.
komorki zakazone wirusem lub komorki nowotworowe (Muntjewerff i wsp., 2020). Wirus
zapalenia watroby typu C na wiele sposobow unika dziatania uktadu immunologicznego
gospodarza, aby wywota¢ przewlekly infekcje. Wiadomo, ze ekspresja biatka rdzenia HCV
zakloca dojrzewanie czasteczek MHC klasy 1 katalizowane przez peptydaze peptydu
sygnatowego (ang. Signal peptide Peptidase, SPP), a takze indukuje ich degradacje,
uposledzajac w ten sposob prezentacj¢ antygenu. Chociaz zaréwno u transgenicznych myszy
zakazonych HCV, jak i u pacjentow z przewleklym WZWC ekspresja MHC klasy 1 jest
ostabiona, wraca ona do pierwotnego poziomu po osiggnieciu trwatej odpowiedzi
wirusologicznej (Hirano 1 wsp., 2021). Dodatkowo udowodniono, ze polimorfizm
aminokwasow w biatku C jest silnym predyktorem stabej odpowiedzi na terapi¢ oparta na
interferonie 1 czynnikiem ryzyka wystgpienia hepatokarcynogenezy. Mutacje obejmujace
siedemdziesigty aminokwas biatka C skutkowaly wewnatrzkomorkowa akumulacjg biatek
wirusowych i obnizeniem ekspresji czasteczki MHC klasy I (Tasaka-Fujita i wsp., 2015).
Wykazano takze, ze HCV aktywuje biatkowa kinaz¢ R (ang. Protein Kinase R, PKR), ktora
hamuje ekspresj¢ interferonu (IFN) 1 gendéw stymulowanych przez IFN poprzez
kontrolowanie translacji mRNA. Bialkiem wirusowym odpowiedzialnym za silng indukcje
fosforylacji PKR i jednocze$nie ostabiajacym ekspresj¢ MHC klasy I jest NS5B (Suzuki
i wsp., 2019). Biorgc pod uwage powyzsze dane, przeprowadzitam analiz¢ regulacji poziomu
ekspresji czasteczek MHC klasy I na powierzchni komorek przez obecnos$¢ wariantow
genetycznych glikoproteiny E2. Doswiadczenia wykorzystujace cytometri¢ przeptywowa
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pozwolity na ocen¢ tej zalezno$ci. Uzyskane przeze mnie dane pokazuja, ze zdecydowana
wigkszo$¢ wariantow glikoproteiny E2, niezaleznie od przynaleznosci do grupy odpowiedzi
na terapi¢, powoduje obnizenie poziomu ekspresji czasteczek MHC klasy 1 na powierzchni
transfekowanych komorek. Jedynie probka bedaca kontrola pozytywng (komorki
eksprymujace glikoproteiny E2 pochodzace ze szczepu referencyjnego H77c¢) oraz jedna
z probek, pochodzaca od pacjenta odpowiadajacego na leczenie (SR1) wykazaly zwigkszenie
poziomu ekspresji czasteczek MHC klasy 1 o odpowiednio 10% i1 11% w stosunku do
komorek kontrolnych (MOCK) (Rysunek 28). Poziom ekspresji wariantow glikoproteiny E2
w kazdej z analizowanych prébek byt porownywalny, a zatem nie mial wplywu na wynik
doswiadczenia (dane niezaprezentowane w niniejszej pracy). Podsumowujac, na podstawie
otrzymanych wynikow nie udalo si¢ wykazac istnienie jakiegokolwiek mechanizmu
regulujacego poziom ekspresji czasteczeck MHC klasy I na powierzchni komoérek przez

warianty genetyczne glikoproteiny E2.

SR1 SR2 SR3 TR NR1 NR2 NR3 NR4  NR5 NR6

Rys. 28 Analiza stopnia ekspresji czasteczek MHC klasy I na powierzchni komoérek Huh7.5 —
cytometria przeptywowa. Detekcje czasteczek MHC klasy I na powierchni komoérek Huh7.5
przeprowadzono za pomocg przeciwcial monoklonalnych W6/32 (1:100). Wynik, bedacy
srednig trzech niezaleznych eksperymentéw, przedstawiono jako procent ekspresji czasteczek
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MHC klasy I w odniesieniu do komoérek Huh7 transfekowanych mieszaning reakcyjna
niezawierajagca DNA (MOCK = 100%). WT — typ dziki szczepu referencyjnego H77c,
kontrola pozytywna; MOCK - lizat komoérek Huh 7,5 transfekowanych mieszaning
odczynnikow niezawierajaca DNA, kontrola negatywna.
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8.3.5. Analiza wewngtrzkomorkowej lokalizacji wariantow glikoproteiny E2

Barwienie immunofluorescencyjne komorek HEK293 transfekowanych DNA
kodujacym rézne warianty chimerycznych heterodimerow glikoprotein E1E2 nie wykazato
réznic w wewnatrzkomorkowej lokalizacji bialek wirusowych. Zgodnie z przewidywaniami,
wszystkie warianty glikoproteiny E2, niezaleznie od przynalezno$ci do poszczegdlnych grup

odpowiedzi na terapi¢, prezentowaty lokalizacje btonowg (Rysunek 29).
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Rys. 29 Analiza lokalizacji heterodimeréow glikoprotein E1E2 wirusa HCV za pomoca
immunofluorescencji w komorkach HEK293. 48 godzin po transfekcji komorki utrwalono
i dodatkowo wybarwiono na obecno$¢ glikoproteiny E2 (zielony), F-aktyny (czerwony)
i jader komorkowych (niebieski). WT — typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola
pozytywna; MOCK — lizat komoérek HEK293 transfekowanych mieszaning odczynnikow
niezawierajacg DNA, kontrola negatywna
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8.3.6. Analiza sekwencji glikoproteiny E2 pochodzacych od pacjentow i
zdeponowanych w europejskiej bazie danych (euHCVdb) pod katem
czestotliwosci wystepowania mutacji powodujacych utrate miejsc N-
glikozylacji

Istotnym etapem pracy bylo sprawdzenie czgstotliwosci pojawiania si¢ wykrytych

przeze mnie mutacji we wzorze N-glikozylacji glikoproteiny E2 w sekwencjach
pochodzacych z innych probek. W tym celu przeanalizowatam status N-glikozylacji 100
losowo wybranych sekwencji E2 pochodzacych od pacjentow zakazonych HCV genotypu la
zdeponowanych w bazie danych euHCVdb. Zidentyfikowatam 18 sekwencji wykazujacych
zmiany we wzorze N-glikozylacji. Najczestsze mutacje wystepowaly w pozycjach N4, N5
i N6 (odpowiednio 5, 7 i 5 razy). Wszystkie przeanalizowane mutacje w miejscach
N-glikozylacji wraz z ich procentowym udzialem w calej grupie badanej przedstawiono
w Tabeli 7. Uzyskane moga sugerowacé, ze ten typ mutacji nie jest unikalny dla grupy badanej
wykorzystywanej na potrzeby niniejszej pracy. Co wigcej, opublikowana analiza
przeprowadzona dla sekwencji E2 z genotypu 3a wykazata, ze delecje miejsc N-glikozylacji
byty rzadkie dla N4 i N5, co sugeruje, ze pojawienie si¢ mutacji N-glikanow moze by¢

specyficzne dla genotypu.
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Brakujace miejsce Liczba pacjentow z Procentowy udzial zmienionych sekwencji

N-glikozylacji brakujacym w stosunku do analizowanej puli
miejscem N-glikozylacji
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 obrebie wzoru charakterystycznego dla wystgpowania
miejsc N-glikozylacji Asn-X-Ser/Thr w 100 losowo wybranych sekwencjach glikoproteiny
E2 pochodzacych od pacjentow zdeponowanych w bazie danych euHCV.db.

8.3.7. Badanie wplywu zmiennoSci genetycznej oraz réznic w profilu N-
glikozylacji wariantow bialka E2 na infekcyjnos¢ czasteczek wirusowych za

pomocg pseudoczasteczek HCV

Pseudoczastki HCV (HCVpp) uzywane byly przez wiele lat jako wazny model stuzacy do
badania procesu wnikania wirusa do komorki gospodarza, czyli wezesnych etapdéw infekcji
wirusowej. Badania oparte na HCVpp odegraly wazng role w odkryciu receptorow
komorkowych dla wirusa HCV, w szczegolnosci klaudyny-1 i okludyny, ale takze
w potwierdzeniu roli CD81 i SR- BI jako kluczowych elementow niezbednych do wejscia
wirusa do komorki gospodarza (Ramirez i Bukh, 2018). W celu zbadania wptywu mutacji we
wzorze N-glikozylacji obecnych w testowanych przeze mnie wariantach glikoproteiny E2 na
infekcyjno$¢ wirionow oraz zdolnos¢ wnikania czasteczek wirusopodobnych do komorek
gospodarza, wygenerowatam w komoérkach HEK293 pseudoczasteczki HCV niosgce

analizowane warianty biatka E2. Poziom infekcyjno$ci oznaczatam poprzez pomiar poziomu
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ekspresji biatka reporterowego lucyferazy produkowanego w komoérkach z plazmidu pTG126
Luc I znajdujacego si¢ we wnetrzu kazdej funkcjonalnej pseudoczasteczki. Niestety uzyskane

wyniki byly niejednoznaczne (Rysunek 30).
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Rys. 30 Analiza poziomu infekcyjnosci pseudoczasteczek wirusowych niosgcych glikoproteiny
E1E2 wirusa HCV za pomoca pomiar poziomu ekspresji biatka reporterowego lucyferazy. 48
godzin po transfekcji zbierano pozywke znad transfekowanych komorek, wirowano
1 przeprowadzano infekcj¢ komoérek Huh7. Wynik, bedacy $rednig trzech niezaleznych
eksperymentow, przedstawiono jako poziomu ekspresji biatka reporterowego lucyferazy
produkowanego w komorkach z plazmidu pTG126 Luc I (A) lub jako infekcyjnosci HCVpp
w odniesieniu do szczepu kontrolnego H77C = 100% (B). WT — typ dziki szczepu referencyjnego
H77c, kontrola pozytywna; MOCK - lizat komorek HEK293 transfekowanych mieszaning
odczynnikow niezawierajagcg DNA, kontrola negatywna

Aby wyjasni¢ ten stan rzeczy powtdrzytam eksperyment, jednakze tym razem
pseudoczasteczki zostaly zaggszczone poprzez ultrawirowanie na poduszce sacharozowej,
a nastgpnie poddane rozdzialowi elektroforetycznemu. Detekcje glikoprotein E1E2
w pseudoczasteczkach przeprowadzitam metoda western blotting. Do$wiadczenie to miato na
celu zbadanie, czy wszystkie warianty glikoproteiny E2 zostaly rownomiernie witaczone do
powstajacych pseudoczasteczek. Uzyskane wyniki nie ujawnily Zadnych znaczacych réznic
w poziomie inkorporacji poszczegdlnych wariantéw glikoprotein w pseudoczasteczkach HCV
(Rysunek 31) i tym samym nie daly wyjasnienia wczesniejszych niejednoznacznych

rezultatow.
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Rys. 31 Analiza poziomu inkorporacji glikoprotein wirusa zapalenia watroby typu C
w pseudoczgsteczkach wirusowych. Zageszczone poprzez ultrawirowanie pseudoczasteczki
wirusowe rozdzielono zelu poliakryloamidowym, a nastgpnie glikoproteiny wykrywano
z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial monoklonalnych anty-E1 (1:2000) oraz anty-E2
(1:500). WT — typ dziki szczepu referencyjnego H77c, kontrola pozytywna; MOCK — lizat
komoérek HEK?293 transfekowanych mieszaning odczynnikéw niezawierajaca DNA, kontrola

negatywna.
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9. Podsumowanie wynikow

e Opracowatam metodyke amplifikacji materialu genetycznego pochodzacego od
pacjentow i na podstawie analiz filogenetycznych wybralam warianty najbardziej

typowe dla kazdej puli pseudotypow wirusowych.

e Skonstruowatam panel chimerycznych heterodimerow glikoprotein E1E2 dla kazdej
z probek pochodzacych od pacjentdow, umozliwiajagcych wykonanie analiz
strukturalnych i funkcjonalnych. Poprawno$¢ wykonania konstruktow potwierdzitam
poprzez ich ekspresj¢ w  komorkach ssaczych linii  HEK293  oraz

immunocytochemiczne barwienie uzyskanych biatek in situ.

e Wykazatam, ze pomimo niezaburzonego procesu heterodimeryzacji glikoprotein
E1E2, warianty glikoproteiny E2 pochodzace wytacznie od pacjentow, ktorzy nie
odpowiedzieli na terapi¢ anty-HCV (hon-responders, NR) cechowaty si¢ nizszg masa

czasteczkowa niz oczekiwane 62 kDa.

e Dowiodlam, ze réznice w masie czasteczkowe] poszczegdlnych wariantow
glikoproteiny E2 wynikaty z mutacji prowadzacych do utraty poszczegdlnych miejsc
N-glikozylacji i wystepujacych wylacznie u pacjentéw nieodpowiadajacych na terapie
anty-HCV.

e Zademonstrowatam, ze w przypadku wariantéw biatka E2 pochodzacych od
pacjentow nalezacych do grupy NR, mozna zaobserwowaé znacznie nizsza site
wigzania do receptora komorkowego CD81 niz w przypadku E2 typu dzikiego
(kontroli pozytywnej) oraz pozostatych probek.

e Potwierdzitam, ze probki E2 pochodzace wytacznie od pacjentow nieodpowiadajacych
na terapi¢ i posiadajace mutacje we wzorze N-glikozylacji byty zdecydowanie gorzej
rozpoznawane przez wrazliwe na konformacje¢ przeciwciata neutralizujace, co
wskazuje na mozliwg zmiang lokalnej konformacji wspomnianych wariantow

glikoproteiny E2.
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Przeprowadzitam analize statusu N-glikozylacji 100 losowo wybranych sekwencji E2
pochodzacych od pacjentow zakazonych HCV genotypu la zdeponowanych w bazie
danych euHCVdb, w efekcie czego zidentyfikowatam 18 sekwencji wykazujacych
zmiany we wzorze N-glikozylacji. Uzyskane wyniki moga sugerowac, ze ten typ
mutacji nie jest unikalny dla grupy badanej wykorzystanej na potrzeby niniejszej

pracy.
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10.Dyskusja

Opracowanie 1 wprowadzenie do stosowania bezposrednio dziatajacych lekéw
przeciwwirusowych (DAA) umozliwito usunigcie wirusa HCV w 90% przypadkow, jednakze
wysoki koszt tych terapii w dalszym ciggu ogranicza ich dostepnos¢ w wielu krajach.
W 2016 r. 69. Swiatowe Zgromadzenie Zdrowia przyjeto Globalna Strategi¢ Sektora Zdrowia
dotyczaca wirusowego zapalenia watroby, zgodnie z ktorg zaktada si¢ eliminacje wirusowego
zapalenia watroby typu C jako zagrozenia dla zdrowia publicznego poprzez redukcje
zapadalno$ci o 90% 1 $miertelnosci o 65% do roku 2030 (WHO, 2017). Z tego powodu
bardzo potrzebne jest zaprojektowanie szczepionki profilaktycznej, ktora indukowataby
odpowiedz ochronng. Nadal jednak istniejg luki w zrozumieniu odpowiedzi immunologiczne;j
przeciwko HCV, co w polaczeniu z duzg zmienno$cig genetyczng wirusa, utrudnia
opracowanie tej szczepionki.

Wirus HCV charakteryzuje si¢ wysokim polimorfizmem genetycznym. Podatna na btedy
replikacja wirusowego RNA powoduje akumulacje mutacji, w wyniku czego HCV nie tworzy
jednorodnej populacji, ale istnieje jako pula spokrewnionych, ale nieznacznie réznigcych sig¢
miedzy sobg wariantow, ktore nazywane sg quasi-gatunkami. Wynikajaca z tego zjawiska
zmienno$¢ wirusa u osob zakazonych przektada si¢ na zmniejszenie wrazliwosci na
zastosowane $rodki terapeutyczne oraz generowanie tzw. wariantdéw ucieczkowych (Ando
i wsp., 2022). Genotyp 1 jest najbardziej rozpowszechniony i stanowi 46% wszystkich
zakazen (Messina 1 wsp., 2015). Najbardziej zmiennym sktadnikiem czasteczki HCV jest jej
glikoproteina ostonkowa E2. Ektodomeny zaré6wno E1, jak i E2 sg silnie glikozylowane — E1
posiada do 5, a E2 do 11 miejsc N-glikozylacji. N-glikozylacja zachodzi na resztach
asparaginy obecnych w motywach asparagina-X-seryna/treonina, przy czym X o0znacza
dowolng reszte z wyjatkiem proliny. Dziewie¢ miejsc glikozylacji biatka E2 jest
konserwowanych we wszystkich genotypach HCV i znajduja si¢ one w pozycjach 417
(E2N1), 423 (E2N2), 430 (E2N3), 448 (E2N4), 532 (E2N6), 556 (E2N8), 576 (E2N9), 623
(E2N10) 1 645 (E2N11) (Goffard i wsp., 2005). Glikozylacja jest podstawowa modyfikacja
potranslacyjng, kluczowa dla réznych procesow komorkowych. Glikoproteiny wystepujace
w postaci roéznorodnych glikoform, cechuja si¢ niejednorodnoscig strukturalng
odzwierciedlajaca roézne wzorce glikozylacji w poszczegdlnych miejscach glikozylacji
(tzw. mikroheterogennos$¢) oraz zmiennoscig zajmowania potencjalnych miejsc glikozylacji.

(tzw. makroheterogenno$¢) (de Haas i wsp., 2020; Fang i wsp., 2022).
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W niniejszej pracy przeanalizowatam sekwencj¢ 1 funkcjonalno$¢ glikoprotein E2
w materiale genetycznym uzyskanym z probek pochodzacych od dziesigciu pediatrycznych
pacjentow zakazonych genotypem la wirusa HCV. Prébki zostaly pobrane przed
rozpoczgciem terapii  skojarzonej IFN-RBV, po ktérej zakonczeniu pacjenci zostali
pogrupowani zgodnie z trzema profilami odpowiedzi na terapi¢: osoby reagujace (SR),
niereagujace (NR) oraz jedna osoba o odpowiedzi przejsciowej (TR). W celu odtworzenia
funkcjonalnego heterodimeru glikoprotein HCV, sekwencje E2 pochodzace od pacjentow
zostaly polaczone in vitro z genem E1 pochodzacym ze szczepu laboratoryjnego H77c.
Analiza uzyskanych sekwencji ujawnita, ze wszystkie sekwencje HCV E2 wyizolowane od
pacjentow z grupy NR charakteryzowaty si¢ mutacjami prowadzacymi do utraty miejsc
N-glikozylacji.

Weczeéniejsze doniesienia literaturowe wskazywaty, ze tylko prawidlowo sfaldowane
biatka E1 i E2 sa w stanie utworzy¢ funkcjonalny niekowalencyjny heterodimer (Dubuisson
i wsp., 1994; Deleersnyder i wsp., 1997). W celu potwierdzenia prawidtowosci procesu
heterodimeryzacji biatek pochodzacych z referencyjnego szczepu gtla (E1) i od pacjenta (E2)
uzyskanego w ssaczych hodowlach komorkowych, przeprowadzitam test immunoprecypitacji.
Przeciwciata poliklonalne anty-E2 zostaly uzyte do wychwycenia kompleksow E1E2
z lizatow komorek HEK293. Wyniki wykazaty podobne poziomy glikoprotein dla kazdego
skonstruowanego chimerycznego heterodimeru, co wskazuje, ze wszystkie biatka E2
produkowane w komorkach linii HEK293 byly zdolne do tworzenia heterodimeru z E1.
Zaskakujacymi byly zaobserwowane réznice w masie czasteczkowej glikoproteiny E2.
Prawie wszystkie biatka E2 pochodzace od pacjentéw z grupy NR miaty nizszg masg
czasteczkowa niz probki E2 uzyskane od pacjentow z grup TR 1 SR, co mozna przypisac
utracie poszczegdlnych reszt cukrowych. Jedynym wyjatkiem byt heterodimer E1E2
wyizolowany od pacjenta NR1, wykazujacy podobng mas¢ czasteczkowa do tych
z grupy SR. Biorgc pod uwage powyzsze dane, postanowitam sprawdzi¢ status glikozylacji
wszystkich badanych wariantoéw glikoproteiny E2. Analiza sekwencji E2 pacjentéw
wykonana za pomoca oprogramowania Net-N-Glyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services
/NetNGlyc/) ujawnita mutacje w konsensusowych motywach asparagina-X seryna/treonina,
prowadzace do utraty co najmniej jednego miejsca N-glikozylacji dla kazdego
z niereagujacych na terapie pacjentow. Dodatkowo przeanalizowatam status N-glikozylacji
100 losowo wybranych sekwencji biatka E2 pochodzacych od pacjentéw zainfekowanych

wirusem HCV genotyp la, zdeponowanych w bazie danych euHCVdb. Wyniki ujawnity
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istnienie 18 sekwencji, ktore wykazaty braki poszczegdlnych N-glikandw, co sugeruje, ze ten
typ mutacji nie jest unikalny dla grupy wykorzystanej w niniejszej pracy. Najczestsze mutacje
wystepowaty w pozycjach N4, N5 i N6. Wart uwagi jest fakt, ze opublikowane rezultaty
analizy przeprowadzonej dla sekwencji E2 uzyskanych z gt 3a (Pantua i wsp., 2013)
wykazaty, ze delecje miejsc N-glikozylacji N4 1 N5 wystepujag rzadko, co moze sugerowac, ze
pojawianie si¢ mutacji w obrebie poszczegdlnych N-glikanow moze by¢ specyficzne dla
genotypu.

Sugeruje si¢, ze zjawisko tworzenia tarczy glikanowej (ang. glycan shielding) jest
mechanizmem umozliwiajacym maskowanie szeroko neutralizujacych epitopéw obecnych na
powierzchni glikoprotein wirusa HCV (Czarnota i wsp., 2023). AP33 jest jednym
z najsilniejszych przeciwciat neutralizujacych, celujacym w wysoce konserwatywny epitop
E2 412-423, ktory zawiera dwa miejsca N-glikozylacji (417 E2N1, 423 E2N2) (Lavie i wsp.,
2018). Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badah wykazaty, ze wszystkie warianty E2
posiadajace mutacje w miejscu glikozylacji N1 byly mniej skutecznie rozpoznawane przez
przeciwcialo neutralizujace AP33 niz warianty niezmutowane. Co wigcej, glikoproteina E2
pozbawiona miejsc glikozylacji N1 i N3 (probka NR4) nie zostata w ogdle wykryta przez to
przeciwcialo. Dostgpne dane literaturowe jasno wskazuja, ze mutacje w biatku E2
wplywajace na stan N-glikozylacji prowadzity do ucieczki wirusa przed dzialaniem
przeciwcial szeroko neutralizujacych. Zbieznie z uzyskanymi przeze mnie wynikami badan,
Dhillon i wspolpracownicy (Dhillon 1 wsp., 2010) wykazali, ze izolaty HCV pochodzace
z hodowli komorkowych (HCVcc) niosace mutacje w miejscach N415 1 N417 (E2N1) byty
oporne na dziatanie przeciwciata AP33. Pantua i inni (Pantua 1 wsp., 2013) réwniez donosili,
ze mutanty E2N1 HCVcc (N417S 1 N417T) nie byly rozpoznawane przez panel przeciwciat
szeroko neutralizujagcych: MRCT10.v362, hu5B3.v3, mu5B3 i HCVI. Fakt ten przypisano
przesunigciu glikanu z pozycji N417 na N415. Wigkszo$¢ opublikowanych wynikow badan
opartych na mutagenezie in situ i wykorzystaniu rekombinowanych biatek, koncentrowata sie
na roli, jakg odgrywa przesunigcie glikanu w pojawianiu si¢ mutantow odpornych na
neutralizacj¢. Dane uzyskane w mojej pracy mogg jednak sugerowac, ze zmiany we wzorze
N-glikozylacji obecne w wariantach E2, moga prowadzi¢ do zmiany konformacji
glikoproteiny, co moze przektada¢ si¢ na mniejszg skuteczno§¢ w stymulacji odpowiedzi
immunologicznej gospodarza. Dane te znajdujg potwierdzenie w ostatnio opublikowanych
wynikach badan. Alzua 1 wspotautorzy zastosowali tzw. odwrotne podejscie ewolucyjne

polegajace na pasazowaniu w hodowli komorkowej, bez selektywnej ze strony przeciwciat
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neutralizujacych, wirusow HCV zawierajacych glikoproteiny E1E2 nalezace do genotypow
la, 1b, 2a, 3a i 4a, ktore uprzednio wyizolowano od przewlekle zakazonych pacjentow.
Badania genetyczne mutacji nabytych przez E1/E2 w toku eksperymentu ujawnity glikany
E2N1 i E2NG, jako kluczowe regulatory zmian stanu konformacyjnego heterodimetu E1E2,
jednoczesnie majagce wplyw na wrazliwo$¢ wirusa na dziatanie przeciwcial neutralizujagcych
(Alzua i wsp., 2023). Co wigcej, taka modulacja konformacji przestrzennej moze rowniez
wplywa¢ na proces wejScia wirusa do komorki gospodarza poprzez modyfikacje
powinowactwa glikoprotein do receptorow komorkowych. Receptor CD81 odgrywa kluczowsg
role w procesie wnikania HCV do komorki gospodarza, a blokowanie interakcji E1E2
z CD81, prowadzi do neutralizacji wirusa in vitro (Fénéant i wsp., 2014). Konserwowany
motyw Gly436-Tyr443 w obrebie biatka E2 jest determinantem wigzania receptora CD81
1 wnikania wirusa do komorki gospodarza (Drummer i wsp., 2006). Bioragc pod uwage
powyzsze informacje, postanowitam sprawdzi¢ stopieh powinowactwa wariantow
glikoproteiny E2 do tego receptora. Uzyskane wyniki wykazaly znaczne zmniejszenie
poziomu wigzania do CD81 wylacznie przez warianty E2 nalezace do grupy NR. Warto
zauwazy¢, ze warianty o najnizszym powinowactwie do receptora CD81 (NR4 i NR6)
utracity miejsce glikozylacji N3, ktore jest zlokalizowane w poblizu wspomnianego
kluczowego motywu Gly436-Tyrd43 E2. Takze Kong i wspoOlpracownicy wykazali (Kong
i wsp., 2013), ze dodatkowe miejsce N-glikozylacji w pozycji 442 lub 428 lub mutacja Lys-
do-Tyr w pozycji 427 catkowicie hamowaty wigzanie receptora CD81. Zebrane dane
wskazuja, ze zmiany we wzorze N-glikozylacji E2 maja duzy wplyw na wigzanie E2 do
CD81. Moze to by¢ wynikiem zmian w konformacji bialka, a niekoniecznie zmian
prowadzacych do przerwania miejsca wigzania receptora CD81. Taka elastycznos¢
strukturalng zaobserwowano w kilku domenach E2, w tym w regionie zawierajacym miejsca
glikozylacji N1, N2, N6, N7 i N10 (Strohi wsp., 2023). Takze Khera i wsp. (Khera i wsp.,
2019) wykazali, ze mutacje w E2 powodujace przerwanie miejsc N-glikozylacji prowadzity
do stabszego rozpoznawania receptorow CD81. Jednak w tym raporcie inaktywacji miejsca
glikozylacji 534 towarzyszyta delecja rejonu HVRI, a usunigcie tego regionu wydawalo si¢
by¢ kluczowym czynnikiem warunkujacym wigzanie z CD81. Niemniej jednak, u pacjentow
nieodpowiadajacych na terapi¢ IFN-RVB z przetrwalg infekcjg wirusowa, powinowactwo E2
do receptora CD81 moze sta¢ si¢ mniej wazne na korzy$¢ bezposredniego transferu wirusa
miedzy komoérkami. Bezposrednia transmisja HCV, ktora jest niezalezna od CD81, moze

pomdc wirusowi unikngé neutralizacji ze strony przeciwciatl i przetrwa¢ w organizmie
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pacjenta (Zeisel 1 wsp., 2009). Zjawisko bezposredniej transmisji wirusa pomig¢dzy
komoérkami organizmu gospodarza jest powszechne i opisano je m.in. dla wiruséw grypy typu
A, HIV i SARS-CoV-2 (Williams i wsp., 2024). Badania z wykorzystaniem systemu HCVcc
(genotyp 2a) wykazaty, ze transmisja bezposrednio z komdrki do komoérki z pominigciem
wykorzystania receptorow jest gldwna droga rozprzestrzeniania si¢ wirusa HCV opornego na
dziatanie DAA (Xiao i wsp., 2014).

Aby dokladniej przeanalizowa¢ mozliwe zmiany w konformacji badanych wariantow E2,
wykonatam testy ELISA przy uzyciu panelu przeciwciat neutralizujagcych rozpoznajacych
epitopy konformacyjne. Warianty E2 uzyskane od pacjentow z grupy NR byly zdecydowanie
mniej skutecznie rozpoznawane przez cztery przeciwciata konformacyjne (HC-1, HC-11,
CBH-4B, HC84.1), co wskazuje na przypuszczalnie zmieniong lokalng konformacje
glikoproteiny E2. Dost¢pne dane literaturowe wskazuja, ze obecno$¢ konkretnych glikanow
w obrebie E2 jest kluczowa dla wigzania niektorych przeciwcial neutralizujacych, poniewaz
mogg one by¢ bezposrednio zaangazowane w interakcje antygen-przeciwciato. Enzymatyczne
usuni¢cie glikanow z E2 zdecydowanie zmniejszylo powinowactwo przeciwciat
neutralizujacych AR1A, co sugeruje, ze glikany moga by¢ niezbedne podczas niektorych
interakcji z przeciwciatami neutralizujacymi E2 (Tzarum i wsp., 2019). Co ciekawe, badania
przeprowadzone przez Prentoe i wspotautorow (Prentoe i wsp., 2019) oparte na modelu
HCVcc wykazaty, ze skutki odchylen we wzorze glikozylacji moga by¢ zmienne. Autorzy
udowodnili, Ze usunigcie glikandw w niektorych pozycjach (np. N1) czyni wirusa bardziej
wrazliwym na przeciwciata neutralizujace, podczas gdy takiego efektu nie zaobserwowano
w przypadku miejsc N5 lub N9. Co wigcej, usuniecie innych miejsc glikozylacji (np. N3 1 N9)
wigzalo si¢ ze zmniejszong zakaznoscig HCVcc. Powyzsze dane oraz prace innych autorow
(Pierce i wsp., 2016) wskazuja, ze rola glikanow w zakazeniu HCV nie moze by¢ wyjasniona
jedynie poprzez opisane wczesniej zjawisko ,.glycan shielding”, ale koniecznym jest wzigcie
pod uwage ich wptywu na dynamiczne zmiany konformacyjne zachodzace w biatku E2.
Niektore takie zmiany mogg by¢ specyficzne dla genotypu — wykazano r6znice we wplywie
usuniecia poszczegdlnych miejsc glikozylacji w HCVec dla genotypow 2a, 1a oraz 3a (Pierce
i wsp., 2016).

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy moga sugerowad, Ze zmiany we WZorze
N-glikozylacji glikoproteiny HCV E2 obecne na poczatku leczenia anty-HCV mogg by¢
zwigzane z negatywnym wynikiem terapii. Zwalczenie zakazenia HCV zalezy od skutecznej
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postawi¢ hipoteze, ze pula przeciwcial wytwarzanych podczas zakazenia mutantami HCV
opisanymi w niniejszej pracy nie zapewniala wystarczajacej ochrony przed dzialaniem
wirusa, w konsekwencji czego przeciwwirusowy efekt leczenia interferonem/rybawiryna
mogt zosta¢ ostabiony. Dostepne dane literaturowe potwierdzajg wysnutg przeze mnie tezg
o zwigzku specyficznych mutacji w genomie HCV obecnych juz na poczatkowym etapie
terapii z niepowodzeniem leczenia. Wielokrotnie probowano skorelowaé efekt zastosowanego
leczenia z wzorcami mutacji w obrebie bialek wirusa HCV. W badaniu z 2017 roku u 54,8%
pacjentow, u ktérych leczenie nie powiodlto si¢, jedng z przyczyn niepowodzenia mogta by¢
obecno$¢ mutacji zwigzanych z opornoscia na leki. U wigkszoS$ci z tych pacjentow z mutacje
byly obecne juz na poczatku leczenia (Paolucci i wsp., 2017). Inne badanie dotyczace analizy
niepowodzenia terapii u pacjentow zakazonych HCV genotypu 3 wykazalo, ze mutacje
zZwigzane z opornoscia na terapeutyki w obrebie biatka NS5A wykryto na poczatku badania
u 15 z oséb, a w momencie nawrotu zakazenia u kolejnych u 20 pacjentéw z marskos$cia
watroby 1 wezesniej leczonych interferonami (Mushtaq 1 wsp., 2022).

W opornosci HCV na interferon posredniczy gtéwnie specyficzny rejon biatka NSSA,
jednak region E2, ktory oddzialuje z kinazg biatkowa R (PKR), zostal rowniez wskazany jako
zwigzany z opornoscig na IFN. Stwierdzono, Ze tzw. region PePHD E2 (domena homologii
fosforylacji PKR/elF-2a), ktory znajduje si¢ w C-koncowej czgéci E2 (aminokwasy 659 do
670), jest zaangazowany w odpowiedz na interferony. Jednakze kilka opublikowanych
artykuldw nie potwierdzito zadnych istotnych korelacji mi¢gdzy mutacjami w rejonie PePHD,
a odpowiedzig pacjentow na terapi¢ IFN (Mufioz de Rueda i wsp., 2008). Wiadomo, zZe
glikozylacja biatek wirusowych moze rowniez wptywac na poziom infekcyjnosci wirusa. Aby
przeanalizowa¢ te kwestie, uzyskalam pseudoczasteczki HCV (HCVpp) niosace warianty
glikoproteiny E2 pochodzace od pacjentdéw i wykorzystatam je do badania infekcyjnosci
wiriondw, natomiast otrzymane wyniki byly niejednoznaczne. Jednakze wczesniej opisano, ze
mutacje prowadzace do utraty miejsc glikozylacji EIN1, EIN4, E2N8 lub E2N10 moga
wpltywa¢ na wilaczenie glikoprotein E1E2 do HCVpp, prawdopodobnie z powodu
nieprawidlowego faldowania biatka. Co wigcej, zmiany w E2N2 i E2N4 zmniejszyly
zakazno$¢ HCVpp, mimo ze nie miato to wptywu na wiaczanie glikoprotein do HCVpp
(Helle 1 wsp., 2010). Wyniki innego eksperymentu z wykorzystaniem pseudoczasteczek HCV
w komorkach owadzich i ssaczych wykazaly, ze usunigcie glikanow obecnych w miejscach
glikozylacji E2N1 1 E2N8 doprowadzitlo do akumulacji agregatow E1E2 i zahamowania

sktadania wirionéw. Te nieprawidlowo sfaldowane kompleksy EI1E2 nie byly w stanie

103



oddziatywa¢ z jednym z receptoréw (kalneksyng) 1 w efekcie tworzy¢ funkcjonalnego
kompleksu glikoprotein ELIE2 (Orlova i wsp., 2015).

Liczne doniesienia literaturowe ujawnily wptyw reszt cukrowych nie tylko na cykl
infekcyjny wirusa, a takze na odpowiedz immunologiczng gospodarza 1 mechanizmy
zwigzane z ucieczka immunologiczng. Najbardziej znane przyktady szeroko zakrojonych
badan nad wplywem N-glikandw na funkcje biatek obejmujg hemaglutyning wirusa grypy
(np. Altman i wsp., 2019), biatka env wirusa HIV (np. Jan 1 wsp., 2018, Feng i wsp., 2022),
a ostatnio biatka wirusa SARS-CoV-2 (np. Baboo i wsp., 2023; Newby i wsp., 2023). Na
przestrzeni lat niewielu glikoproteinom poswigcono tyle uwagi, co biatkom wirusa SARS-
CoV-2. Badania ujawnily, m.in. dziatanie wspomnianej wczesniej tarczy glikanowe;j
zapobiegajacej rozpoznaniu biatek wirusowych przez uktad odpornosciowy (Casalino i wsp.,
2020) oraz funkcjonowania reszt cukrowych jako aktywatorow szlaku lektynowego
(Malaquias 1 wsp., 2021). Jednak najwazniejsze z punktu widzenia niniejszej pracy odkrycia
dotyczyly wplywu zmian w glikozylacji biatek wirusa SARS-CoV-2 na konformacje,
dynamike i interakcje tych bialek. Gléwng proteing powierzchniowa wspomnianego wirusa
jest tzw. biatko kolca (ang. spike, S). Skfada si¢ ono z N-koncowej podjednostki SI,
C-koncowej podjednostki S2, peptydu fuzyjnego, domeny transbtonowej oraz domeny
cytoplazmatycznej, ktéra ma kluczowe znaczenie dla fuzji wirusa z btong komoérkowa.
Podjednostka S1 jest dalej podzielona na domene wigzaca receptor (ang. Receptor binding
domain, RBD) i domen¢ N-koncowa, odgrywajace role w wejsciu wirusa do komorki
gospodarza 1 stuzace jako potencjalny cel neutralizacji przez przeciwciata lub szczepionki
(Song i wsp., 2018). Podobnie jak w przypadku analizowanych przeze mnie glikoprotein
ostonkowych wirusa HCV, biatko S wirusa SARS CoV-2 podlega intensywnej glikozylacji —
podjednostka S1 zawiera 13, a podjednostka S2 — 9 potencjalnych miejsc N-glikozylacji
(Harbison i wsp., 2021). Zbieznie z uzyskanymi przeze mnie wynikami badan, udowodniono,
ze zaburzenie wzoru N-glikozylacji warunkuje wystgpienie zmian konformacyjnych. Dwa
glikany obecne w biatku S1 (N 165 i N234) zostaly uznane za elementy strukturalne
kluczowe dla utrzymania biatka kolca w konformacji umozliwiajacej wejscie wirusa do
komorek gospodarza (Casalino i wsp., 2020). Najnowsze publikacje w tym zakresie
pozwolily na odkrycie kolejnego miejsca glikozylacji kluczowego dla zachowania wtasciwej
konformacji biatka. Dzigki zastosowaniu metod dynamiki molekularnej uzyskano pewnos¢,
ze struktura immunodominujgcej domeny RBD jest regulowana przez N-przylaczone reszty
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CoV-2 jest ich wysoka zmienno$¢ genetyczna. Li 1 wspodlautorzy przeanalizowali m.in.
zjawisko ucieczki immunologicznej ostatnio krazacych podwariantéw SARS-CoV-2 Omicron
(BA.2.86, IN.1, EG.5, EG.5.1 i HV.1l). Udowodnili oni, ze mutacja K356T obecna
w podwariancie BA.2.86 i wprowadzajaca nowe, dodatkowe miejsce N-glikozylacji (N354)
przyczynia si¢ do zmian w rozpoznawaniu epitopdw przez neutralizujgce przeciwciata
monoklonalne S309 (Li i wsp., 2024). Te sama mutacj¢ przeanalizowano takze pod katem
ostabiania zakaznos$ci wirusa. Przywrocenie pelnej infekcyjnosci mozliwe jest w obecnosci
siarczanu heparyny, ktory kieruje si¢ do ,kieszeni” powstatej w wyniku zmian
konformacyjnych wywotanych zaburzeniem wzoru N-glikozylacji, niweluje te zmiany i tym
samym reguluje zakazno$¢. Ponadto mutacja wprowadzajaca dodatkowe miejsce glikozylacji
N354 usprawnia proces fuzji blon, co przyczynia si¢ do lepszego unikania niektorych
przeciwcial (Liu 1 wsp., 2024). Ponadto Schwarze 1 inni w artykule z 2024 roku opisali
znaczne zmniejszenie rozpoznawania biatek (w szczegodlnosci domeny RBD) wirusa SARS-
CoV-2 w tescie ELISA przez przeciwciala pochodzace z surowic pacjentow (Schwarze
i wsp., 2024). Powyzsze doniesienia takze sg zbiezne z opisanymi przeze mnie wczesniej
wynikami badan z wykorzystaniem panelu przeciwcial konformacyjnych i1 neutralizujacych.

W wielu ze wspomnianych powyzej badan glikozylacja wirusa byla badana zar6wno
jako potencjalny cel terapii, jak 1 w kontekscie projektowania szczepionek. Ogromna ilos¢
danych dotyczacych zlozonosci glikanow 1 znaczenia glikozylacji biatek wirusowych stanowi
nowg dziedzing badan, ktora jest okreslana jako glikoproteomika wirusow (Bagdonaite 1 wsp.,
2018). Postep glikoproteomiki wirusowej zbiegt si¢ w czasie rozwojem spektrometrii mas.
Narzedzie to odegrato ogromng rol¢ w ujawnianiu wilasciwosci chemicznych glikanow,
zrozumieniu mechanizméw faldowania 1 stabilizacji bialek, maskowania antygenow,
interakcji z ukladem immunologicznym gospodarza, czy oddziatywan receptor-ligand.
Techniki glikoproteomiczne mogg by¢ takze przydatne w ocenie bezpieczenstwa
1 skutecznosci szczepionek (Cipollo i Parsons, 2020).

Wigkszos¢ danych dotyczacych wplywu usuwania lub dodawania wirusowych
N-glikanow opiera si¢ na analizie bialek rekombinowanych generowanych in vitro,
tymczasem istnieje stosunkowo niewiele badan glikoproteomicznych biatek wirusowych
pochodzacych bezposrednio od pacjentow. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy
uzyskatam poprzez analize sekwencji wariantéw glikoprotein HCV wyizolowanych z probek
klinicznych. Dlatego powyzsze obserwacje moga przyczyni¢ si¢ do zrozumienia roli

wirusowej N-glikozylacji w konteks$cie zakazenia HCV. Chociaz zaobserwowatam korelacjg
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miedzy nieprawidtowag glikozylacja, a brakiem odpowiedzi na terapi¢ skojarzong
interferonem 1 rybawiryng, liczba probek byta zbyt ograniczona, aby stwierdzi¢, ze brak
glikanéw jest bezposrednio zwigzany z obserwacjami klinicznymi. W zwigzku z tym
konieczne sg dalsze badania dynamicznych zmian glikozylacji biatek wirusowych w izolatach
klinicznych HCV w celu okreslenia wptywu glikozylacji biatek wirusowych na przebieg
zakazenia wirusem. Zastosowanie nowych technologii do badan struktury glikanow moze

utatwic¢ rozwoj szczepionek wirusowych i lekéw przeciwwirusowych.
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