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Wstep

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV) jest wirusem pandemicznym. W Polsce zakazonych tym
wirusem jest prawie 700 000 oséb, co stanowi okoto 1,5% populacji. Infekcje wirusem HCV moga
prowadzi¢ do chronicznych chordb watroby z wysokim ryzykiem rozwoju marskosci watroby oraz
nowotworu watrobowokomoérkowego. Opracowanie skutecznej terapii przeciwko wirusowi zapalenia
watroby typu C jest trudne ze wzgledu na trudnosci w opanowaniu metod hodowli wirusa
i modelowych organizméw zwierzecych. Dotychczas stosowana procedura leczenia zapalenia
watroby typu C zawiera kombinacje interferonu-a (IFN-a) o zmienionej czasteczce i przedtuzonym
dziataniu z ribawiryna (RB). Opornos$¢ pacjentéw z genotypem 1 HCV, najpowszechniej
wystepujacym na swiecie, na terapie kombinowana przy uzyciu IFN-a i RB oraz wzrastajaca liczba
infekcji u ludzi mtodych zmusza do poszukiwania bardziej efektywnych terapii przeciwko wirusowi
zapalenia watroby typu C [1].

Budowa i cykl replikacyjny wirusa HCV

Wirus zapalenia watroby typu C jest otoczkowym wirusem ssRNA z rodziny Flaviviridae. Zbudowany

jest on z lipidowej otoczki i biatkowego kapsydu o strukturze ikosahedralnej, w sktad ktérego
wchodzi materiat genetyczny oraz biatko rdzeniowe (Rys.1). Genom wirusa HCV stanowi
jednoniciowy, liniowy RNA o dlugosci okoto 9500 nukleotydéw i dodatniej polarnosci. Biatka
wchodzace w sktad wirusa HCV mozna podzieli¢ na strukturalne oraz niestrukturalne. Do biatek
strukturalnych zalicza sie: biatko rdzeniowe C oraz biatka otoczkowe E1 i E2, natomiast do biatek
niestrukturalnych: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5a i NSb5b. Biatko rdzeniowe C bierze udziat
w tworzeniu wiriondw potomnych przez wiazanie materiatu genetycznego. Ponadto posiada ono
zdolnos$¢ hamowania apoptozy i replikacji wirusa HBV w przypadku wspoétzakazenia wirusami
zapalenia watroby typu B i C. Biatka otoczkowe E1 i E2 sa glikoproteinami o réznych sekwencjach
w zaleznosci od genotypu wirusa HCV. W zakazonej komdrce wystepuja one w postaci komplekséw
potaczonych domenami hydrofobowymi z blonami siateczki srédplazmatycznej. Gtowna rola
glikoprotein E1i E2 jest udzial w procesie wnikania wirionu do komorki. Biatka niestrukturalne biora
udziat w procesie replikacji HCV w komorce gospodarza [2].
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Rys.1. Budowa wirusa zapalenia watroby typu C (HCV).

Cykl replikacyjny wirusa HCV rozpoczyna sie w momencie przytaczenia wirionu do specyficznego
receptora. Biatkiem kompleksu receptorowego moze by¢ tetraspanina CD81, receptor rozpoznajacy
zmodyfikowane przez utlenianie lub acetylacje lipoproteiny o matej gestosci BI (SR-BI), receptor
lipoprotein o matej gestosci (LDL) oraz czasteczki adhezyjne DC-SIGN i L-SIGN. Wirus HCV
przytaczony do kompleksu receptorowego jest nastepnie internalizowany a jego nukleokapsyd jest
uwalniany do cytoplazmy. Po uwolnieniu materiatu genetycznego wirusa z kapsydu bierze on udziat
w translacji poliproteiny oraz replikacji na terenie cytoplazmy. Replikacja i procesy potranslacyjne
zachodza w membranie utworzonej z wirusowych biatek niestrukturalnych i biatek gospodarza
zwanych ,kompleksem replikacyjnym". Nastepnie w retikulum endoplazmatycznym dochodzi do
zamkniecia genomu wirusa w kapsyd. Nukleokapsydy sa pokrywane otoczka lipidowa i dojrzewaja
w aparacie Golgiego. Nastepnie nowo utworzone wiriony sa uwalniane do przestrzeni
zewnatrzkomdérkowej na drodze egzocytozy [3].

Cele potencjalnych lekéw antywirusowych
Cykl replikacyjny wirusa HCV sklada sie z szeSciu etapow:

- przytaczenia do komoérki gospodarza;

- regulowanej przez receptor endocytozy i fuzji zaleznej od pH;

- zaleznej od IRES inicjacji translacji wirusowego RNA i syntezy prekursorowej poliproteiny;

- proteolitycznego ciecia wirusowego polimeru biatkowego przez proteazy wirusowe i komérkowe;

- replikacji HCV RNA;

- zlozenia nukleokapsydu, formowania wirionu w retikulum endoplazmatycznym (ER), transportu
i dojrzewania wirionu w ER i kompleksie Golgiego, fuzji z btona lipidowa komorki gospodarza
i uwolnienia dojrzatych wirusow.

Kazdy z tych etapow moze by¢ potencjalnym celem lekéw antywirusowych (Tab.1) [4].

Tabela 1. Najwazniejsze wirusowe i komdrkowe czynniki wptywajace na cykl replikacyjny wirusa
HCV.

Etap cyklu Czynnik wirusowy Czynnik komérkowy




Przylaczenie
wirusa, wejscie
i fuzja

Glikoproteina powierzchniowa E1
Glikoproteina powierzchniowa E2

Glukozoaminoglikany

CD81 (cel przeciwcial antyproliferacyjnych
1)

Receptor SR-BI

Klaudyna-1

Biatko DC-SIGN lub CD209

Biatko L-SIGN lub DC209L

Receptor LDL

Receptor asialoglikoproteiny (ASGP-R)

Podjednostki rybosomowe

elF2 i elF3
IRES tRNA
Domena 1 5'UTR Biatko PTB
Translacja RNA Otwarta ramka odczytu HCV hnRNP L
HCV 3'UTR‘ Autoantygen La
NS4A i NS4B Biatko 2 wigzace Poli(rC)
Biatko 1 zasocjowane z NS1
, Zalezna od Zn** metaloproteinaza Peptydaza sygnatowa
Obrobka NS2 Peptydaza odcinajaca sekwencje
potranslacyjna

NS3/4A proteaza serynowa

sygnatowg

Zalezna od RNA polimeraza
NS5B

Fragmenty blony lipidowej

Ludzkie biatko hVAP-A

NS5A Cyklofilina B
Replikacja HCV | NS3 NTPaza/helikaza F%L ; lina

NS48 Biatko PTB

Region X 3'UTR . .

Domena 1 5'UTR miRNA (mikroRNA)

o Biatko rdzenia

210291}19 oraz Glikoproteiny powierzchniowe E1 Membrany ER
uwolnienie 1E2 Aparat Golgiego
wirusa Genom RNA HCV

- Przylaczenie do komorki gospodarza

Wirus zapalenia watroby typu C wnika do wnetrza komdrek gospodarza w ztozonym i wieloetapowym
procesie, ktory wymaga obecnosci wielu czynnikdéw. Przypuszczalnym receptorem dla wirusa HCV
bylo szeroko rozpowszechnione komoérkowe biatko powierzchniowe CD81. Biatko to nalezy do
rodziny tetraspanin i jest zaangazowane w wiele proceséw, takich jak adhezja, metastaza
i ruchliwos¢ komdrek, aktywacja komdrki i udziat w transmisji sygnatu. Biatko CD81 posiada dwie
petle zaangazowane w wigzanie glikoproteiny E2 wirusa. Pomimo tego ekspresja jedynie CD81 nie
jest wystarczajaca do wnikniecia wirusa HCV do komorki. Prowadzi to do wniosku, iz biatko CD81
moze funkcjonowac jako koreceptor, czyli czasteczka pomocna podczas infekcji i moze spetniac
funkcje po zwigzaniu wirionu z innym receptorem [4].

Kolejnym biatkiem receptorowym dla wirusa HCV jest ludzki receptor rozpoznajacy zmodyfikowane
przez utlenianie lub acetylacje lipoproteiny o matej gestosci klasy B typu I (SR-BI). SR-BI jest
glikoproteina posiadajaca dwie domeny cytoplazmatyczne przedzielone przez duza domene
zewnatrzkomorkowa uczestniczaca w komdrkowym metabolizmie ttuszczow. SR-BI przylacza sie do
rejomu hiperprzemiennego HVR1 glikoproteiny E2 wirusa. Udziat SR-BI w wejsciu wirusa HCV do
komorki zostal potwierdzony w receptorowych testach kompetycyjnych przy uzyciu przeciwciat
poliklonalnych anty-SR-BI. Sugeruje to na udziat SR-BI w wniknieciu wirusa HCV do komorki. Jednak
wiele ludzkich linii komoérkowych z koekspresja bialek CD81 i SR-BI jest nie-wrazliwych na infekcje
wirusa HCV, co wskazuje na istnienie innych molekut wymaganych do wnikniecia wirusa HCV [4,5].



Jako potencjalne receptory dla wirusa HCV badano takze lektyny typu C (zalezne od Ca2+), takie jak
L-SIGN, DC-SIGN i receptor asialoglikoproteiny (ASGP-R). ASGP-R wystepuje w btonie komoérkowe;j
hepatocytu. Natomiast L-SIGN i DC-SIGN nie wystepuja w hepatocytach, przez co nie moga by¢
receptorami HCV. Wykazano jednak, ze ich rola w wniknieciu wirusa HCV do komérki moze by¢
zwiazana z transportem HCV do hepatocytéw. Kolejnym potencjalnym receptorem dla wirusa HCV
jest receptor LDL, ktdry jest zdolny do regulacji internalizacji HCV poprzez wiazanie zasocjowanych
z wirionem czastek LDL [4,6].

Przeprowadzono réwniez badania nad udziatem klaudyny-1 (CLDN1) w wnikaniu wirusa HCV do
komérki. CLDN1 jest sktadnikiem struktur miedzykomdrkowych potaczen Scistych, gtéwnych
komponentéw kompleksow adhezji miedzykomorkowej, ktére tworza intramembrane przepuszczalna
dla jednych i nieprzepuszczalna dla innych czastek. Biatko to ulega ekspresji we wszystkich tkankach
nabtonka, a przede wszystkim w watrobie. Klaudyna-1 sktada sie z 211 aminokwaséw i posiada dwie
petle zewnatrzkomorkowe, cztery segmenty transmembranowe i trzy domeny wewnatrzkomérkowe.
Domena pierwszej petli zewnatrzkomorkowej prawdopodobnie bierze udziat w wejsciu wirusa HCV
do komorki. Przeprowadzone badania funkcjonalne CLDN1 wykazuja, ze biatko to dziata w fazie
infekcji juz po zwiazaniu wirusa HCV z CD81 prawdopodobnie po zwigzaniu z SR-BI. Sugeruje to na
udziat innych czynnikéw w wniknieciu wirusa HCV do komérki [4,7]. Prowadzono rowniez badania
nad inna komponenta kompleksu adhezji miedzykomdrkowej, ktdra moze mie¢ udziat w inicjacji
infekcji wirusem HCV. Okludyna jest biatkiem posiadajacym cztery regiony transmembranowe, dwie
petle zewnatrzkomdrkowe oraz N- i C-koncowy region cytoplazmatyczny. Bierze ona udziat w adhezji
miedzykomorkowej w rejonie zamykajacym przestrzen miedzykomorkowa i kotwiczacym kompleksy
adhezji miedzykomoérkowej do cytoszkieletu. Liczne badania wskazujg na akumulacje okludyny
w retikulum endoplazmatycznym i jej kolokalizacje z glikoproteina E2 wirusa. Wykazano, ze
hamowanie ekspresji CLDN1i okludyny prowadzi do zahamowania wejscia wirusa HCV do komorki
[4,8].

Glikozoaminoglikany (GAG) sa to powierzchniowe polisacharydy mogace petni¢ role pierwotnych
receptorow o niskim powinowactwie i bra¢ udziat we wstepnej interakcji wirusa HCV z powierzchnia
komorki gospodarza przed zwigzaniem z receptorami wysokospecyficznymi. Wiekszos$¢
glikozoaminoglikanéw zawiera dodatkowo grupe siarczanowa. Prawdopodobnie siarczan heparanu
(HS) jest odpowiedzialny za interakcje pomiedzy wirusem HCV a komoérka gospodarza, utatwiajac
jego orientacje. Jednak badania z udziatem czastek wirusa HCV posiadajacego na swej powierzchni
heterodimery E1-E2 nie doprowadzity do wnikniecia wirusa do komoérki. Sugeruje to, ze wiazanie
siarczanu heparanu (HS) nie jest dostepne dla dimeru E1-E2 lub kontakt wirusa HCV
z komérkowymi GAG regulowany jest przez lipoproteiny zasocjowane z czastkami wirusa [4,9].

Wyniki przeprowadzonych badan wykazuja, ze wirus HCV wymaga kooperacji wielu receptoréw
w celu efektywnego wnikniecia do komoérki gospodarza. Fakt ten potwierdza, ze blokada
pojedynczego receptora tylko czesciowo hamuje infekcje. Neutralizacja ludzka surowica lub
przeciwcialtami monoklonalnymi anty-E2 redukuje aktywnos¢ wirusa HCV w stosunku do receptora
glikoproteiny E2, ale nie znosi jej catkowicie. Preparaty obnizajace ekspresje receptoréow wirusa
HCV na powierzchni hepatocytéw, moga by¢ wykorzystane do blokowania wnikniecia wirusa do
komorki gospodarza [10].

- Endocytoza i fuzja

Po zwigzaniu wirusa HCV z receptorami na powierzchni komorki gospodarza nastepuje fuzja otoczki
lipidowej wirusa z btonag komodrkowa gospodarza. Proces ten jest skoordynowany w czasie
i przestrzeni oraz wymaga licznych zmian konformacyjnych w biatkach btony lipidowej, uwalnianych



przez czynniki komérkowe. Wirus HCV wnika do wnetrza komorki gospodarza poprzez endocytoze,
natomiast fuzja zachodzi we wczesnych endosomach. Kwasne pH endosomoéw inicjuje proces fuzji
prawdopodobnie poprzez zmiany konformacyjne w biatkach otoczki wirusa. Ekspozycja wirionéw
zwiazanych z powierzchnia komorek gospodarza do kwasnego srodowiska, po ktdérej nastepuje
powrot do pH obojetnego, nie wptywa na infekcyjnos¢ wirusa HCV. Prowadzi to do wniosku, ze
biatka otoczki wirusa HCV wymagaja dodatkowych wyzwalaczy, aby uzyska¢ wrazliwosc
w srodowisku kwasnym. Po fuzji otoczki wirusa z membrang endosomalna genom wirusowy jest
uwalniany do cytoplazmy [11].

Glikoproteiny E1 i E2 otoczki wirusa HCV posiadaja aktywnos$¢ czaperonowa i uczestnicza
w procesie fuzji. Rdzne regiony tych glikoprotein moga wspdétdziata¢ ze soba w czasie fuzji.
Wykazano, ze mutacje w domenach transmembranowych biatek E1 i E2 wplywaja na wtasciwosci
fuzyjne glikoprotein otoczki wirusa HCV poprzez reorganizacje oligomeréw biatek fuzyjnych.
Prawdopodobnie czastki lub krétkie peptydy wspdtzawodniczace z tymi regionami glikoprotein E1
i E2, ktére reguluja indukowana przez niskie pH rearanzacje struktury powierzchni wirusa HCV
powinny posiadac¢ aktywnosé antywirusowa. Opierajac sie na tej teorii skonstruowano inhibitory dla
wirusowych biatek fuzyjnych dla wirusa HIV-1. Cyjanowiryna-N wchodzi w interakcje
z glikoproteinami otoczki wirusa HCV i blokuje interakcje pomiedzy biatkami E2 i CD81. Czasteczki
specyficznie wiazace sie z glikoproteinami otoczki wirusa HCV moga mie¢ znaczenie w rozwoju
terapii antywirusowej [4,12].

- Inicjacja translacji wirusowego RNA zalezna od IRES i synteza prekursorowej
poliproteiny

Dekapsydacja wirionu prowadzi do uwolnienia genomowego RNA wirusa do cytoplazmy komorki.
Uwolniony RNA razem z nowo zsyntetyzowana czasteczka RNA stuzy jako mRNA do syntezy
poliproteiny HCV. Najbardziej konserwatywnym fragmentem genomu wirusa HCV jest region 5'UTR.
Zawiera on 341 nukleotydow zlokalizowanych przed kodonem inicjatorowym otwartej ramki odczytu
(ORF). Region 5'UTR zawiera 4 domeny, oznaczane I do IV, posiadajace elementy strukturalne typu
wypetlen, pseudohelis czy pseudowezta. Domeny II, III i IV razem z pierwszymi 12 do 30
nukleotydami regionu kodujacego stanowig miejsce wigzania rybosomu (IRES). Domena I 5'UTR nie
nalezy do IRES, ale peini role regulatorowa. IRES jest regionem regulatorowym procesu translacji
materiatu genetycznego wirusa HCV. Posredniczy on w niezaleznej od struktury czapeczki
(5'-metyloguanozyny) inicjacji translacji poliproteiny HCV przez rekrutacje biatek wirusowych
i komorkowych, w tym czynnikéw inicjujacych (elF) 2 i 3. W pierwszym etapie translacji IRES
formuje stabilny kompleks preinicjatorowy przez zwiazanie podjednostki rybosomowej 40S.
Nastepnie podjednostka 40S przytacza elF3, elF2, GTP oraz inicjatorowy tRNA, w celu uformowania
kompleksu preinicjujacego 48S. W kompleksie tym tRNA znajduje sie w pozycji P podjednostki 40S
rybosomu. Kolejnym etapem jest hydroliza GTP, podczas ktorej elF2 uwalnia inicjatorowy tRNA
i oddysocjowuje od kompleksu. Hydroliza nastepnej czasteczki GTP z udziatem eIF5B pozwala na
asocjacje podjednostki 60S i uformowanie funkcjonalnego rybosomu 80S, ktéry inicjuje synteze
biatek wirusowych [4,13].

Inicjacja translacji moze zosta¢ zahamowana na etapie wejscia RNA do rybosoméw przez blokowanie
regionu 5'UTR RNA wirusowego IRES. VGX-410C jest zwigzkiem hamujacym formowanie kompleksu
inicjujacego i translacje poprzez blokowanie wigzania IRES i podjednostki 40S z eIF3 [14].

Translacja biatek wirusa HCV moze by¢ zahamowana przez antysensowne oligonukleotydy DNA lub
RNA, ktorych sekwencja jest komplementarna do wirusowego mRNA. Oligonukleotydy skierowane
na 5'UTR hamuja jego ekspresje w systemach kultur komorkowych. Zastosowanie syntetycznego



oligomeru AVI-4065 hamuje translacje biatek wirusa HCV zaréwno in vitro jak i na modelowych
organizmach zwierzecych [14].

Rézne typy rybozyméw sa zdolne do specyficznej inhibicji translacji poliproteiny HCV in vitro.
Rybozymy sa czasteczkami RNA rozpoznajacymi specyficzne sekwencje nukleotydowe
i katalizujacymi ciecie czasteczki RNA. Niezmodyfikowane rybozymy sa degradowane przez nukleazy
komdrkowe, ale modyfikacja chemiczna moze zwiekszac ich stabilnosé [15].

- Dojrzewanie bialek wirusowych

Istotna role w dojrzewaniu wirusa odgrywa rozszczepienie wirusowych poliprotein. W tym procesie
uczestnicza zarowno enzymy pochodzenia wirusowego jak i komdrkowego. Do ciecia
proteolitycznego biatek strukturalnych wirusa HCV wymagane sa dwie peptydazy komérek
gospodarza, peptydaza sygnatowa i peptydaza odcinajaca sekwencje peptydu sygnatowego oraz dwie
peptydazy wirusowe biorace udzial w obrobce biatek NS2 i NS3/4A wirusa HCV [4,16].

NS2 jest wirusowym biatkiem transmembranowym i wraz z domena biatka NS3 stanowi proteinaze
NS2-3. Proteinaza ta jest metaloproteinaza zalezna od cynku rozcinajaca biatka NS2 i NS3. Biatko
NS2 traci swoja aktywnos¢ proteolityczna po odcieciu NS3. Natomiast NS3 jest wirusowym biatkiem
zawierajacym domene proteazy serynowej i domene NTP-azowa/helikazowa. Biatko NS4A jest
kofaktorem aktywnosci proteolitycznej NS3 o dziataniu stabilizujacym i lokalizujacym enzym
w membranie ER. Proteaza serynowa NS3/4A katalizuje hydrolize poliproteiny HCV i rozcina
potaczenia pomiedzy NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A oraz NS5A/NS5B [4,16].

Biatko prekursorowe generowane przez translacje materialu genetycznego wirusa HCV jest
kierowane do membrany ER w celu translokacji ektodomeny E1 do wnetrza ER. Proces ten jest
regulowany przez sekwencje sygnatowa zlokalizowana pomiedzy rdzeniem i sekwencja El.
Peptydaza sygnatowa komorki gospodarza rozcina wiazanie pomiedzy glikoproteinami E1 i E2
wewnatrz ER. Dodatkowa sygnalaza rozcina fragment C-koncowy glikoproteiny E2 oraz wiazanie
pomiedzy p7 i NS2. Biatka E1 i E2 podlegaja nastepnie procesowi dojrzewania, na ktory sktadaja sie
glikozylacja przy koncu N, faldowanie i formowanie heterodimeréw E1E2. Dimery E1E2 uczestnicza
w formowaniu czasteczki wirusa. Proteinaza NS2-3 rozcina wigzanie pomiedzy NS2 i NS3. Dochodzi
do uformowania kompleksu NS3 z jego kofaktorem NS4A, ktéry katalizuje ciecie potaczen pomiedzy
NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A i NS5A-NS5B [4,16].

Zaprojektowano i zsyntetyzowano wysoce selektywne inhibitory wirusowej proteinazy NS3/4A.
BILN-2061 to makrocykliczny inhibitor HCV NS3/4A. Powoduje on znaczne i szybkie obnizenie
poziomu wirusowego RNA w stosunku do HCV genotypu 1 i w mniejszym stopniu u pacjentéw
zakazonych genotypem 2 oraz 3. Badania BILN-2061 wykazuja, ze zahamowanie aktywnosci
proteinazy NS3/4A skutkuje inhibicja replikacji wirusa HCV. Innym inhibitorem proteinazy serynowej
NS3/4A jest Telaprevir. Preparat ten jest silnym kowalencyjnym, przyswajalnym doustnie
inhibitorem peptydowym. Telaprevir wykazuje aktywnosé¢ antywirusowa w stosunku do dzikich
szczepéw wirusa HCV i niektorych opornych na dziatanie BILN-2061 [4,17].

W celu zahamowania funkcji proteinazy NS3/4A zsyntetyzowano czastke acylotimocznika
ACH-806/GS-9132, ktéra hamuje wiazanie NS4A do NS3 i zatrzymuje dojrzewanie poliproteiny przez
uniemozliwienie formowania aktywnego kompleksu proteinazy. ACH-806/GS-9132 posiada wysoka
aktywnos¢ in vitro przeciwko genotypowi 1 wirusa HCV. Wyniki te wykazuja, ze przytaczenie NS4A
do NS3 moze by¢ celem nowych inhibitorow proteinazy NS3/4A [4,18].



- Replikacja HCV RNA

Domena transmembranowa biatka NS5B jest odpowiedzialna za potranslacyjna lokalizacje
funkcjonalnej domeny tego biatka do cytoplazmatycznej strony ER. Interakcje pomiedzy
subdomenami biatka NS5B powoduja, ze centrum katalityczne jest catkowicie otoczone, co zapewnia
synteze dodatniej (+) i ujemnej (-) nici RNA HCV. NS5B wiaze biatko cyklofiline B, komoérkowa
peptydylo-prolylo cis-trans izomeraza, ktéra reguluje replikacje wirusa HCV poprzez modulacje
zdolnosci wigzania RNA przez zalezng od RNA polimeraze RNA (RdRp) [4,19].

NS5A jest ufosforylowana Zn2+-metaloproteing, ktéra odgrywa istotna role w replikacji wirusa HCV.
N-koniec biatka NS5A jest odpowiedzialny za lokalizacje tego biatka w membranie perinuklearne;j,
a takze za utworzenie kompleksu replikacyjnego. Prawdopodobnie poziom fosforylacji NS5A
odgrywa wazna role w wirusowym cyklu zyciowym poprzez regulacje przejscia z replikacji do
sktadania wirusa. Funkcja formy hiperfosforylowanej jest utrzymanie kompleksu replikacyjnego
w formie niezdolnej do przejscia w etap sktadania. Ponadto wykazano, ze biatko NS5A jest zdolne do
interakcji z biatkiem NS5B oraz posiada aktywnos$¢ modulujaca RdRp [20].

Domene NTPazy/helikazy tworza C-koncowe aminokwasy biatka NS3. Biatko to jest odpowiedzialne
za stymulowana RNA aktywno$s¢ NTPazy, wiazanie RNA oraz rozplatanie regionéw RNA
o ekstensywnej strukturze drugorzedowej poprzez wiazanie, rozplatanie i hydrolize tréjfosforanow
nukleozydow [21].

NS4B jest integralnym biatkiem membranowym zlokalizowanym w ER lub membranie pochodzacej
z ER. Zawiera on 4 domeny transmembranowe i N-koncowy fragment heliakalny, ktore sa
odpowiedzialne za asocjacje membrany. Choresterol i kwasy ttuszczowe zawarte w membranie ER
wplywaja na jej pltynnos¢, co moze modulowac replikacje wirusa HCV. Ponadto biatko NS4B jest
odpowiedzialne za kotwiczenie kompleksu replikacyjnego [22].

Replikacja wirusa HCV jest semikonserwatywna i dwuetapowa. Obydwa etapy procesu replikacji sa
katalizowane przez NS5B RdRp. Podczas pierwszego etapu, replikacji wirusa, dodatnio
spolaryzowana ni¢ RNA stuzy jako matryca do syntezy przejSciowej nici ujemnej. W drugim etapie
ujemna ni¢ RNA jest uzywana jako matryca do wytworzenia wielu nici o dodatniej polarnosci, ktére
nastepnie zostana wykorzystane do syntezy poliprotein, syntezy nowych posrednikéw replikacji lub
pakowania do nowych czastek wirusowych. RdRp HCV jest zdolna do syntezy RNA de novo
w specjalnych warunkach doswiadczalnych [23].

Kompleksowos¢ procesu replikacji i liczba sktadnikéw bioracych w niej udziat oferuje wiele
potencjalnych celéw dla lekéw antywirusowych. Inhibitory zaleznej od RNA polimerazy RNA naleza
do dwdch grup: inhibitory nukleozydowo/nukleotydowe, skierowane na centrum katalityczne enzymu
oraz inhibitory nienukleozydowe skierowane na miejsca allosteryczne RdRp. Wyrdzniamy cztery
miejsca allosteryczne w strukturze polimerazy RNA. Obecnie trwaja poszukiwania réznych
czasteczek, ktéore moga wybidérczo wigzaé¢ sie z nimi i hamowac¢ aktywnos¢ RdRp. Miejsce
A znajdujace sie na szczycie domeny kciuka RdRp, z ktérym wiaza sie indole i benzymidazole;
miejsce B w domenie kciuka, ktére jest celem pochodnych fenyloalaniny, tiofenodw,
dwuhydroksypironéw i pyranoindoli; miejsce C w domenie dtoni, z ktérym wigza sie benzotiadiazyny,
acylopirolidyny, sulfonamidéw proliny lub pochodnych kwasu akrylowego oraz miejsce D bedace
celem benzofuranow [4,24].

Inhibitory nukleozydowe naleza do kategorii 4'-azydocytydyny lub 2'-C-metylocytydyny. Ostatnio
zsyntetyzowany MK-0608 nalezy do kategorii 2'-C-metylocytydyny. Preparat ten gwattownie obniza
poziom RNA HCV. Natomiast NM-283 lub Valopicitabina jest prolekiem NM-107, analogiem



nukleozydu 2'-C-metylocytydyny. Kolejnym lekiem wprowadzonym do I fazy badan klinicznych jest
nienukleozydowy inhibitor RdRp, A-837093. W ostatnich latach syntetyzuje sie coraz wiecej
analogéw nukleozyddw oraz prowadzone sa nowe terapie przy uzyciu analogow, ktére nie wymagaja
fosforylacji do pelnej aktywnosci wewnatrzkomorkowej [4,25].

Cyklosporyna A jest silnym inhibitorem cyklofiliny B. Mechanizm jej dziatania polega na
antagonizacji efektu cyklofiliny B na replikacje wirusa HCV. Otrzymano takze syntetyczne analogi
nieimmunosupresyjne cyklosporyny B. Jeden z nich - DEBIO-025 jest silniejszym inhibitorem
replikacji wirusa HCV od cyklosporyny A. Efekt antywirusowy DEBIO-025 jest niezalezny od
genotypu HCV [4,26].

Prowadzone sa takze liczne badania nad wytworzeniem inhibitoréw helikazy HCV. Inhibitory
NTPazy/helikazy moga dziata¢ wedtug kilku mechanizméw. Pierwszy z nich polega na inhibicji
aktywnosci NTPazy przez blokade kompetytywna miejsca wigzania NTP lub za pomoca mechanizmu
allosterycznego. Drugi prowadzi do zahamowania przekazywania energii i zmian konformacyjnych
poprzez immobilizacje regionu , przetacznika". Kolejny mechanizm polega na inhibicji kompetytywnej
wigzania RNA. Natomiast ostatni z mechanizméw hamuje rozplatanie przez blokade sferyczna
translokacji NTPazy/helikazy wzdtuz tancucha polinukleotydowego. Zsyntetyzowano selektywny
inhibitor helikazy HCV imitujacy nukleotyd QU-663. Wykazano, ze aptamery RNA wiaza sie
z domena NS3 helikazy i kampetytywnie hamuja jej aktywnos¢ enzymatyczna [4,27].

. Zlozenie i uwolnienie wirusa

Biatko rdzenia wirusa HCV jest zasadowym polipeptydem wiazacym RNA, ktére formuje wirusowy
kapsyd. Zawiera ono 3 domeny: hydrofilowa domene N-koficowa (domena D1), hydrofobowa domene
C-koncowa (domena D2) oraz aminokwasy koncowe. Domena D1 jest odpowiedzialna za wiazanie
RNA i lokalizacje jadrowa, domena D2 odpowiada za asocjacje biatka rdzenia z membranami ER,
zewnetrznymi membranami mitochondriéw i kropelkami lipidéw. Natomiast koncowe aminokwasy
petnia role peptydu sygnatowego dla glikoproteiny E1 [4,28].

Biatka rdzenia HCV moga asocjowac i formowac struktury podobne do kapsydu. Prawdopodobnie
formowanie czasteczki wirusa jest inicjowane przez interakcje biatka rdzenia z genomowym RNA.
Interakcja rdzen-RNA moze odgrywac istotna role w przetaczeniu z replikacji do pakowania wirusa.
Zasocjowanie glikoprotein E1 i E2 z membranami ER sugeruje, ze sktadanie wirusa moze zachodzi¢
w ER. Natomiast biatka strukturalne zaobserwowano zaréwno w ER, jak i aparacie Golgiego, co
sugeruje, ze obydwie struktury uczestnicza w procesie dojrzewania. Nowo wytworzone czastki
wirusa opuszczaja komérke gospodarza poprzez konstytutywny szlak sekrecyjny [29].

Wykazano, ze iminocukry sa zdolne do przekraczania membrany komoérkowej oraz gromadzenia sie
w ER. Zwiazki te moga kompetytywnie hamowac a-glukozydaze znajdujaca sie w ER, zmieniac
glikozylacje biatek ptaszcza oraz wplywac na sktadanie wirusa HCV. UT-231B jest pochodna
iminocukru posiadajaca zdolnos$¢ inhibicji a-glukozydazy [4,29].

Podsumowanie:

Cykl replikacyjny wirusa HCV posiada wiele potencjalnych celow dla lekéw antywirusowych.
Zahamowany moze zosta¢ kazdy z etapdéw tego cyklu. Istnieje jednak wiele trudnych do
przekroczenia barier w procesie wytwarzania inhibitoréw wirusa HCV. Duzy problem stanowi
toksycznos¢ w badaniach przedklinicznych in vitro uzyskana na modelach zwierzecych lub we
wczesnych etapach prob klilicznych oraz niska efektywnos¢ in vivo, ktéra czesto kontrastuje
z dobrymi wynikami antywirusowymi uzyskanymi na modelach przedklinicznych. Utrudnienie



stanowi takze odpornosé charakteryzowana przez szybka selekcje wariantéw wirusa posiadajacych
substytucje aminokwasowe zasocjowane z brakiem wrazliwosci na lek. Niemniej jednak, ogromna
liczba potencjalnych terapii antywirusowych stwarza mozliwosé zastapienia stosowanej obecnie
terapii IFN-« i ribawiryna. Jednakze wprowadzenie do lecznictwa lekéw hamujacych replikacje
wirusa HCV, wymaga prowadzenia dalszych badan przed- oraz klinicznych na populacjach
pacjentéw.

Stowa kluczowe: wirus zapalenia watroby typu C (HCV), cykl replikacyjny, leki antywirusowe.
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