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W pracy oméwiono wspolczesne metody leczenia zakazen HCV. Opie-
rajqc sie na postepach i osiqgnieciach biologii molekularnej nad bu-
dowq i funkcjq poszczegolnych biatek HCV, jak i procesami replikami
tego wirusa , przedstawiono rowniez prawdopodobne przyszle mozliwo-
Sci terapeutyczne.
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WSTEP

Zakazenia innym, niz HBV i HAV, wirusem hepatotropowym, okreslane jako nie A nie
B zapalenie watroby znane byly juz wczesniej. W polowie lat 80-tych XX wieku, mimo
braku identyfikacji wirusa, korzystajac z doswiadczen w leczeniu pwzw. t.B, nawet podje-
to proby ich leczenia IFNalfa. Dopiero w 1989 po raz pierwszy zidentyfikowano i scharak-
teryzowano HCV (Houghton-Chiron Corp.) wykorzystujac do tego wylacznie techniki bio-
logii molekularnej, poniewaz tradycyjne metody identyfikacyjne byly nieskuteczne. We-
dlug raportéw Panstwowego Zakladu Higieny w Polsce w 2004 roku zapadalno$¢ na zaka-
zenie HCV wyniosta 5,4/100 tys (1), co stanowi w wartosciach bezwzglednych 2058 nowo
wykrytych przypadkéw zakazonych tym wirusem. Wartosci te niewatpliwie sa niedoszaco-
wane. Z wieloletnich obserwacji klinicznych wynika, ze u okoto 70-80% zakazonych osob
dochodzi do przejscia zakazenia w posta¢ przewlekla. Sposrod tych pacjentow 20-30%,
po 20-30 latach rozwija marskos$¢ watroby, ze wszystkimi jej konsekwencjami, takimi jak
niewydolnos¢ watroby, nadci$nienie wrotne, pierwotny rak watrobowokomoérkowy (HCC).
Znane sa tez liczne objawy pozawatrobowe zakazen HCV. Rzeczywista liczba chorych na
pwzw t. C jest bardzo trudna do oceny ze wzgledu na czgsto skapo- lub bezobjawowy
przebieg kliniczny i, co z tym zwiazane, niska wykrywalnos¢; liczbe t¢ szacuje si¢ w Pol-
sce na okolo 700 tys., a w §wiecie na ok. 150 min. (2).

Metody badan molekularnych nie tylko umozliwily wykrycie HCV, oceng organizacji
genomu, podzial na genotypy i ,,quasispecies” oraz poznanie sposobow i miejsca replika-
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cji tego wirusa; stworzyly takze podstawy racjonalnej diagnostyki serologicznej zakazenia
HCYV, staly si¢ podstawgq badan epidemiologicznych wystepowania poszczegolnych geno-
typow HCYV, a takze ich filogenezy. Umozliwily $ledzenie przebiegu zakazenia i kinetyki
replikacji, a takze precyzyjna oceng odpowiedzi na dotychczas stosowane leczenie. Stano-
wia tez podstawe planowania przyszlych metod terapeutycznych.

BUDOWA HCV

HCYV jest malym jednoniciowym, RNA wirusem zaliczanym wg wspolczesnej klasyfi-
kacji do rodzaju Hepacivirus z rodziny Flaviviridae. Z uwagi na brak efektywnego modelu
hodowli, jego budowa morfologiczna, jak i funkcje poszczegoélnych elementow, nie zosta-
ly do chwili obecnej w pelni poznane. HCV wystgpuje w 6 podstawowych genotypach
ilicznych quasispecies (i to u tej samej osoby), co wiaze si¢ z brakiem funkcji sprawdzania
blgdow polimerazy RNA. Ni¢ RNA (9,5 kb) zlokalizowana jest w nukleokapsydzie, oto-
czonym otoczka zawierajaca dwa bialka powierzchniowe E1 i E 2 oraz lipidy. Szereg ge-
néw HCV odpowiada za syntezg licznych bialek strukturalnych i niestrukturalnych, kto-
rych tylko cz¢$¢ ma poznane funkcje. Translacja prowadzi do powstania polipeptydu
o dhugosci 3000 aminokwaséw, dzielonego przez proteazy komdrkowe i wirusowe na na-
stepujace bialka, idac od konca N: bialka rdzenia, bialka otoczkowe E1 i E2 bialtko p7,
i bialka niestrukturalne NS2,NS3,NS4A/B i NS5A/B. Nowo wytworzony HCV RNA i biatka
niestrukturalne tworzga w cytoplazmie zakazonej komarki (gléwnie hepatocyt, ale moze tez
by¢ monocyt) kompleks rybonukleinowy, w ktorym nast¢puje replikacja wirusa i ostatecz-
ne skladanie jego czasteczki (3).

Biatka strukturalne—-charakterystyka. Bialko strukturalne C jest
fosfoproteina wiazaca RNA, z ktorej prawdopodobnie ztozony jest nukleokapsyd HCV.
Bialko to wplywa na procesy metaboliczne zakazonej komorki, wskazano tez jego wlasci-
wosci onkogenne.

Bialka otoczki E1 i E2 bedace glikoproteinami tworza stabilny heterodimer. Przy
N koncu bialka E2 znajduje si¢ wysoce zréznicowana struktura-region HVR1, ktéry moze
odgrywac rol¢ w przewlekaniu si¢ procesu zakazenia HCV.

Bialko p7 od ktdrego zaczynaja si¢ bialka niestrukturalne, do chwili obecnej nie ma
jasno okreslonej funkcji.

Bialka niestrukturalne— charakterystyka. Bialko NS2 ma wla-
Sciwos$ci metaloproteazy i proteazy cysteinowej. Od konca C wykazuje aktywnos¢ autoka-
talityczna/ enzymatyczng. Wplywa na ksztaltowanie miejsca wigzania bialek NS2/NS3.

Bialko NS3 ma dwie domeny wykazujace zroznicowana aktywnos$¢ enzymatyczng. Od
N-konca wykazuje aktywno$¢ proteazy serynowej uczestniczacej w autokatalitycznym
podziale duzej poliproteiny NS3/NS5, a wigc w procesic uwalniania wlasnej czasteczki.
Ponadto wspoldzialajac i tworzac stabilny kompleks NS4 A ulatwia wigzanie NS3 z bial-
kami komorkowymi. Przy C-koncu wykazuje aktywno$¢ NPT-azy/helikazy niezbednej do
tworzenia w trakcie replikacji struktury drugorzedowej HCV.

Bialtko NS4 A tworzy jak, wyzej zaznaczono, istotny czynnosciowo kofaktor proteazy
NS3/4A iuczestniczy w procesie fosforylacji bialka NS5A.

Wyraznie hydrofobowe bialko NS4B jest stabo poznane. Przypuszcza si¢, ze uczestni-
czy w procesie replikacji HCV. W ostatnich doniesieniach wykazano hamujacy wplyw
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NS4B na procesy translacji, modulowanie funkcji NS5B, wplyw na transformacij¢ komor-
kowa, reorganizacje blon srodkomdrkowych, i tworzenie kompleksow replikacyjnych zwia-
zanych z blonami komérkowymi. Dowiedziono tez, ze zawiera w swoim fragmencie istot-
ny dla replikacji fragment laczacy nukleotydy (ang. nucleotide binding motif-NBM).

Biatko NS5A powstaje w wyniku kolejnych procesow fosforylacji (zaleznej od NS4B)
iwystepuje w dwoch formach rézniacych si¢ masa czasteczkowa. Wykazano ze biatko to
interferuje z system przekazywania sygnalow wewnatrzkomorkowych (funkcja transakty-
wacyjna) i rownoczesnie pelni funkcje inhibitora komoérkowej kinezy biatkowej, zalezne;j
od RNA i stymulowanej przez interferon. W ten sposéb moze hamowa¢ mechanizmy obrony
przeciwwirusowej; jest wigc formg obrony HCV przeciwko mechanizmom obrony immu-
nologicznej gospodarza. Okazuje si¢ tez, ze bialko to pelni kluczowa funkcj¢ w procesach
replikacji RNA zwiazanej z blonami §rodkomorkowymi, wigzac si¢ w skomplikowany spo-
sob z tymi blonami.

Bialko NS5B wykazuje podobienstwo do innych RNA zaleznych polimeraz RNA, ma
jednak pewne swoje unikalne cechy. Obecnos¢ NS5B zaobserwowano w cytoplazmie ota-
czajacej jadro komorkowe (3).

CELE LECZENIA ZAKAZEN HCV

Niezaleznie od sposobu i metody terapii cel leczenia zakazenia HCV na obecnym po-
ziomie wiedzy jest taki sam: eliminacja HCV RNA z surowicy i by¢ moze z tkanek (odpo-
wiedz wirusologiczna — VR). Dzigki skutecznej terapii mozna osiggna¢ zahamowanie, spo-
wolnienie lub nawet regresj¢ zapalenia i wldknienia watroby (odpowiedz histologiczna —
HR), normalizacj¢ biochemiczna procesu zapalnego (odpowiedz biochemiczna — BR),
zmnigjszenie ryzyka rozwoju HCC, poprawe jakosci zycia i ograniczenie zarazliwosci
i szerzenia si¢ zakazenia HCV. Zmnigjszenie czgstosci wystgpowania cigzkich powiklan
pwzw t. C prowadzi do zwigkszenia przezywalno$ci zakazonych osob (4).

AKTUALNE MOZLIWOSCI LECZNICZE I ICH SKUTECZNOSC
—TZW. I GENERACJA LEKOW

Obecnic dostepne sq jedynie dwie grupy lekow, i to stosowane dopiero od 1998 roku
w terapii skojarzonej: interferon alfa i rybawiryna. Przydatne w leczeniu zakazenia HCV
s nastepujace preparaty interferonu: rekombinowany IFN o, pegylowany IFN o, consen-
sus IFN bedacy mieszaning IFN o, IFN 3 i IFN v, oraz naturalny IFN o z ludzkich leuko-
cytéw. Najbardziej rozpowszechnione w praktyce klinicznej jest stosowanie interferondw
alfa, ktore maja dzialanie przeciwwirusowe, immunomodulujace, antyproliferacyjne i prze-
ciwwldknieniowe. Indukuja w komorce produkcje polipeptydow dziatajacych przeciwwi-
rusowo oraz zwigkszaja odpowiedz immunologiczng przeciwko zainfekowanym komor-
kom (5). Rybawiryna jest syntetycznym analogiem nukleozydowym, wykazujacym aktyw-
no$¢ wobec wielu RNA- i DNA- wiruséw. Dokladny mechanizm jej dzialania jest dotad
nie w pelni wyjasniony. Prawdopodobnie hamuje ona produkcj¢ GTP, niezbednego do
proceséw translacji, transkrypcji i replikacji wirusowych kwasow nukleinowych, a takze
hamuje aktywnos¢ RNA-polimerazy wirusowej oraz wykazuje dzialanie immunomodula-
cyjne (6).
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Obecnie najskuteczniejsza opcja terapeutyczna jest stosowanie interferonu pegylowa-
nego w polaczeniu z rybawiryna. Skutecznos¢ tej terapii u optymalnie zakwalifikowanego
pacjenta, przy dostosowaniu dawki rybawiryny i PEG IFN do wagi pacjenta, wynosi ok.
72%, biorac pod uwage wszystkie genotypy tacznie, natomiast w przypadku genotypu 1
skutecznos¢ jest najnizsza i wynosi 1-61%, a przy zakazeniu genotypem 2 lub 3 — 88% (7).
W poréwnaniu z leczeniem zwyklym interferonem najwigksze korzysci odnoszg pacjenci
zakazeni genotypem 1 HCV (8.9). Tak wigc wykazanie metodami molekularnymi zrézni-
cowania HCV na genotypy, jak i okreslenie liczby kopii HCV w surowicy krwi przed i po
12 tygodniach od rozpoczgcia terapii, umozliwilo ekonomiczna racjonalizacj¢ prowadze-
nia terapii.

Leczenie prowadzi si¢ wedlug schematu: PEG-IFN alfa + rybawiryna w dawce > 10,6
mg/kg cc, w zaleznosci od genotypu HCV, przez 12 miesigey (genotyp 1b — najczgstszy
w Polsce, 4, 51 6) lub 6 miesigcy (genotyp 2 i 3).

Kryteria kwalifikacyjne do leczenia obejmuja:

—wiek ponizej 65-70 roku zycia (zasadniczo nie leczy si¢ dzieci ponizej 2 roku zycia);

— przeciwciala anty-HCV stwierdzane przez okres powyzej 6 miesigcy;,

—HCV RNA wykrywalny w surowicy lub w tkance (przy czym celowe jest oznaczenie
genotypu i badanie ilo$ciowe wiremii, zwlaszcza w przypadku genotypu 1b, kiedy ozna-
czenie ilosciowe HCV RNA shuzy jako warto$¢ referencyjna do poréwnania z wysokoscia
wiremii po 12 tygodniach leczenia) (10);

— aktywno$¢ aminotransferaz co najmniej dwukrotnie przekraczajaca normg (wykaza-
no, ze skutecznos¢ leczenia IFN oo i RBV pacjentéw z prawidlowq aktywnosciq amino-
transferaz mimo histologicznych cech pzw t. C jest mniejsza niz pacjentéw z aktywnoscia
aminotransferaz przekraczajaca normg¢ ponad dwukrotnie);

—w badaniu histopatologicznym bioptatu watroby obecne cechy przewleklego zapale-
nia watroby, z wloknieniem przekraczajacym stopient 1 w ocenie punktowej 0-4 (11);

— pisemna zgoda na leczenie i systematyczne monitorowanie.

Zaawansowanie wloknienia stanowi wykladnik pilnosci rozpoczgcia terapii przeciw-
wirusowej, a jak dotychczas nie udato si¢ znalez¢ jednoznacznie wiarygodnych markeréw
biochemicznych wloknienia; bierze si¢ pod uwage produkty syntezy i rozpadu kolagenu,
enzymy biorace udzial w syntezie i degradacji macierzy miedzykomorkowej, glikoprote-
iny i proteoglikany. W chwili obecnej, w odniesieniu do oceny stopnia wloknienia tkanki
watrobowej, nic ma alternatywy dla badania histopatologicznego bioptatu watroby.

Liczba kopii wirusa w badaniu ilosciowym ani tez genotyp HCV nie wykazujq korela-
cji z cigzkos$cia przebiegu zakazenia. Natomiast badania te konieczne sa przy kwalifikacji
do terapii przeciwwirusowej i monitorowaniu jej skutecznosci. U osob kwalifikowanych
do leczenia przeciwwirusowego nalezy wykluczy¢ schorzenia o podtozu autoimmunolo-
gicznym (badanie autoprzeciwcial), patologi¢ tarczycy, choroby neuropsychiatryczne,
w tym depresje, oraz chorobg niedokrwienna serca (12).

Przeciwwskazania do leczenia interferonem to:

A. bezwgledne:

— brak mozliwosci wspolpracy z pacjentem,

— niespelnianie kryteriow kwalifikacyjnych,

— cigzkie wspolistniejace choroby ogolnoustrojowe,

— choroby autoimmunologiczne,
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— psychoza lub depresja!?

— niepoddajaca si¢ leczeniu padaczka,

— niewyréwnana marskos$¢ watroby,

— ciaza i okres karmienia,

— neutropenia <1500 kom/mm? lub trombocytopenia <50 tys/mm?,

— alkoholizm lub uzaleznienie od lekdw i Srodkéow odurzajacych aktualnie lub w okre-
sie ponizej 6 miesi¢ey przed leczeniem.

B. wzgledne: wick powyzej 70 lat, niewyréwnana cukrzyca, nefropatia cukrzycowa,
luszczyca, aktualnie prowadzone leczenie immunosupresyjne.

Natomiast przeciwwskazania do leczenia rybawiryna obejmuja:

— schylkowa niewydolnos¢ nerek (klirens kreatyniny ponizej 50 ml/min),

— niedokrwisto$¢, w tym hemolityczng i hemoglobinopatie,

— chorobe niedokrwienna serca,

— choroby naczyn mozgowych,

— cigzkie choroby naczyn obwodowych,

— artropati¢ w przebiegu dny moczanowe;j,

— ciaze,

— brak wiarygodnej antykoncepcji u kobiet (13).

Niezaleznie od powyzszych kryteridw dyskwalifikujacych, do leczenia przyczynowe-
go nie kwalifikuja si¢: osoby z obecnymi przeciwcialami anty-HCV, ale nicobecnym HCV
RNA w surowicy i tkance, pacjenci z prawidlowymi aktywnos$ciami aminotransferaz, oraz
bez wldknienia w obrazie histopatologicznym bioptatu watroby, mimo aktywnej replikacji
HCV.

TERAPIA EKSPERYMENTALNA ZAKAZEN HCV

Aktualne mozliwosci terapeutyczne leczenia zakazen HCV s3 w znacznym stopniu
ograniczone, co wynika:

1) z licznych wymienionych wyzej przeciwwskazan do bezpiecznej terapii IFNalfa
stosowanego z lub bez ribawiryny;

2) ograniczonej skutecznosci aktualnie dostgpnej terapii [FNalfa/RBV, nawet przy:
idealnej kwalifikacji pacjentow, wzorowym monitorowaniu procesu leczenia, jak i dobrej,
co nie bez znaczenia ,wspdlpracy pacjenta z lekarzem prowadzacym leczenie;

3) wysokich kosztéw leczenia, ktore w wielu krajach jest po prostu niedostepne.

Stad poszukiwanie nowych metod terapeutycznych, szczegdlnie tych swoiscie dziala-
jacych na HCV. Ich podstawa sa postepy wiedzy nad struktura i funkcja poszczegoélnych
elementow skladowych genomu HCV, jak i produktow genow HCV, co omdwiono wyze;j.

LEKI SKIEROWANE NA WYBRANE FRAGMENTY GENOMU HCV (NS3 I NS5B)
— LEKI TZW. Il GENERACIJI W TRAKCIE BADAN KLINICZNYCH

W przeciwienstwie do preparatow IFN i ribawiryny, ktore nie sa swoiste dla HCV, do
grupy tej zaliczamy leki, ktore zostaly zaprojektowane wybiorczo przeciwko najlepicj
poznanym strukturalnie i czynnosciowo bialkom niestrukturalnym HCV, bedacych enzy-
mami koniecznymi dla cyklu replikacyjnego HCV (14).
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Do lekow blokujacych aktywnos¢ proteazy kompleksu NS3/NS4 A, znajdujacych si¢
na réznym etapie badan przedklinicznych i klinicznych zaliczamy: BILN 2062 (Boehrin-
ger Ingelheim), VX-950 (Vertex Pharmaceuticals), SCH6 (Schering-Plough).a takze inhi-
bitory proteazy firm: Chiron, Aguron i Bristol-Myers Sqiubb? ATT.

Roéwniez w trakcie badan przedklinicznych znajduja si¢ inhibitory helikazy-drugiej
domeny w obrebie NS3 (Vertex Pharmaceuticals), cho¢ wynikéw tych prac jeszcze nie
opublikowano.

Dobrze scharakteryzowanym celem dla potencjalnych lekow jest biatko NS5B wyka-
zujace swoista dla wirusa aktywnos¢ polimerazy RNA. Wykazano jednak, ze replikacja
HCV wymaga obecnosci innych bialek NS. Stad niewykluczone, ze preparaty skierowane
wybidrczo przeciw NS5B moga okazac si¢ malo skuteczne. Aktualnie w badaniach kli-
nicznych znajduje si¢ kilka nukleozydowych lub nienukleozydowych inhibitoréw polime-
razy w tym VP 50406 (Viropharma Inc) i preparat firmy Biocryst (15).

POTENCJALNE MOZLIWOSCI INTERWENCJI TERAPEUTYCZNYCH
—TZW. LEKI IIl GENERACIJI

Nowe potencjalne mozliwosci terapeutyczne leczenia HCV wiaza si¢ z postgpem ba-
dan nad znaczeniem i funkcja malo do tej pory poznanych bialek HCV NS5A NS4B, p7,
NS2, ARFP czy enzymdéw komorkowych gospodarza uczestniczacych w ksztaltowaniu
kompleksu replikacyjnego dla HCV. Atrakcyjnym celem projektowanych lekow moze by¢
takze biatko ARFP kodowane na drugiej ramce odczytu tego samego genomu HCV. Wyka-
zano takze, ze potencjalnym miejscem dzialania lekdéw przeciw wirusowych moze by¢ sam
genom HCV, a szczegolnie jego cis-aktywnie dzialajace elementy obejmujace IRES i kon-
serwatywne fragmenty RNA nie ulegajace translacji. Rzecz cickawa, taka sekwencjg opi-
sano w obrebie genomu kodujacego biatko NS5B. HCV RNA ulega translacji po zwiaza-
niu si¢ z wewngtrznym wiazacym miejscem rybosomow za posrednictwem sekwencji wi-
rusowej w obszarze SUTR (czyli IRES). Istnicje mozliwo$¢ zablokowania tego procesu
przy pomocy 1) tzw. krotkich RNA — hamuja one zalezna od IRES translacj¢ wirusow
(niestety efekt jak dotychczas jedynie krotkotrwaly); 2) rybozymow — ktore katalizuja swoisty
pod wzgledem sekwencji podzial RNA (obiecujace badania nad preparatem Heptazyme sa
w fazie badan klinicznych); 3) antysensowych nukleotyddéw — czastki komplementarne do
wirusowego RNA i tworzace z nimi hybrydy (preparat IBIS 14803,IBIS Pharmaceutical/
Elan znajduje si¢ w II fazie badan klinicznych) (14,15,16).

Inna, zupelnie odmienna, mozliwoscia terapeutyczna jest wplyw na niektére enzymy
komérkowe, co posrednio moze utrudniac replikacj¢ HCV. Okazuje si¢, ze podanie inhibi-
tora prenylacji lipidow (GGTI-286) hamuje tworzenie kompleksu replikacyjnego w zaka-
zonej komérce i uniemozliwia replikacj¢ RNA. Podobnie dzialaja inhibitory komorkowe;j
dehydrogenazy inozyno-jednofosforanowej — IMPDH: mykofenolan mofetilu, VX-497,
VX-148, VX-944, inhibitory CpG-oligo (dezoksy) nukleotydéw np. WF-10, HE 2000,
UML-600. Wreszcie wykazano rowniez, ze stymulacja niektorych genow komérkowych
(IRF-3) moze modulowac¢ odpowiedz antywirusowa, co odnosi si¢ nie tylko do zakazenia
HCYV. Bada sig¢ takze skutecznos$¢ terapeutyczna substancji dotad niestosowanych w lecze-
niu przewleklego zakazenia C, np.: immunomodulatorow interleukiny 2, 10, 12, tymozyny
alfa 1, histaminy. Osobne zagadnienie stanowia badania, bgdace w fazie eksperymentu
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klinicznego, ze szczepionkami terapeutycznymi zawierajacymi rézne struktury antygeno-
we HCV (2,4,15,16).

Wydaje sie, ze kluczem do dalszego postepu badan nad farmakoterapia zakazen HCV
jest stworzenie wysoce wydajnego modelu systemu hodowli komérkowej, w ktorej moglby
si¢ namnaza¢ wirus —niestety brak do chwili obecnej takiej linii komdrkowe;.

Pewien przelom w tym wzgledzie przyniosly prace Lohmana i wsp. (17), ktérzy skon-
struowali za pomoca metod molekularnych, bi-cystronowy subgenomowy replikon HCV
1 wprowadzili go do linii komoérkowej HUB-7. W ten sposob po dalszych modyfikacjach
uzyskano mozliwos¢ ciaglej replikacji prawie calego genomu HCV (18).

K Simon, A Szymczak

MOLECULAR VIROLOGY AND TREATMENT OF PATIENTS WITH CHRONIC
HEPATITIS C

SUMMARY

Chronic hepatitis C remains the significant epidemiological and clinical problem. Its serious
sequelae include cirrhosis, liver failure and hepatocellular carcinoma. The only approved treatment
of chronic hepatitis C are interferon (IFN) alfa-based regimens. Pegylated IFN alfa in combination
with ribavirin has been proved to be the most effective therapy with sustained virological response
rate of 72%, regardless of HCV genotype. Qualifying for antiviral therapy needs careful initial
assessment, regarding of contraindications and certain conditions, and then close monitoring during
treatment. Despite the significant progress in hepatitis C management currently available therapies
are often ineffective and unsuitable for certain patient populations. The results of molecular resear-
ches on HCV biology give rise to the new therapeutic approaches to HCV therapy.
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