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Jednym z najpowazniejszych wyzwan, przed ktorymi stoi wspolczesna
medycyna, jest z pewnos$cia znalezienie skutecznych metod profilaktyki 1 zwalczania
infekcji wirusowych. Do najbardziej rozpowszechnionych i groznych wirusowych
patogendéw cztowieka zaliczy¢ mozna wirusa zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis
C virus, HCV), ktorym zarazonych jest obecnie ponad 170 milionow 0s6b. Problem ten
dotyka ludzi zar6wno w krajach stabo, jak 1 wysoko rozwinigtych (WHO, 1999). HCV
cechuje si¢ szczegdlna zdolnoscia do wywolywania przewleklych zakazen, ktérych
skutkiem sa grozne powiklania, mogace prowadzi¢ do nieodwracalnych uszkodzen
watroby. Chociaz mija juz 20 lat od zidentyfikowania HCV (Choo et al., 1989), do tej
pory nie powstata szczepionka zapobiegajaca zakazeniu, a stosowana terapia wykazuje
ograniczong skuteczno$¢. Co wigcej, nie stwierdzono, by istniata jaka$ jednoznaczna
korelacja pomigdzy cechami charakteryzujacymi pacjenta a rezultatem terapii
przeciwwirusowe] — nie wiadomo, dlaczego chorzy charakteryzujacy si¢ podobnymi
parametrami reaguja w rozny sposob na prowadzone leczenie. Biorac pod uwage
wyniki wspdtczesnych badan mozna stwierdzi¢, ze podstawowa przyczyna problemow
napotykanych w profilaktyce i zwalczaniu zakazen HCV jest niezwyktly polimorfizm
genetyczny wirusa (Figlerowicz et al., 2003). Warunkuje on ogromna plastycznos$¢
populacji wirusowej 1 umozliwia jej przetrwanie w organizmie gospodarza, pomimo
odpowiedzi immunologicznej 1 zastosowanych lekéw. Analizy izolatow HCV
wykazaty, ze podobnie jak inne wirusy RNA, tworzy on w zainfekowanym organizmie
pule spokrewnionych, lecz zrdéznicowanych genetycznie wariantdéw, nazwanych
quasi-gatunkiem (Gomez et al., 1999). W $wietle ostatnich danych wydaje sig, ze to
wlasnie specyficzne cechy wirusa a nie gospodarza moga decydowaé o wynikach
leczenia. Celem podjetych badan bylo ustalenie struktury populacji wirusowe;j
u chorych, ktorzy réznie odpowiedzieli na terapig, oraz identyfikacja czynnikow
ksztaltujacych tg strukture. W rezultacie przeprowadzonych doswiadczen uzyskano
szereg istotnych informacji dotyczacych korelacji pomigdzy struktura populacji HCV
a wynikami leczenia dzieci z przewlektym zapaleniem watroby typu C. Zbadano takze,
na ile struktura populacji wirusowej jest ksztalttowana przez ci$nienie selekcyjne,
wywierane przez uktad immunologiczny gospodarza. Ponadto, zidentyfikowano
specyficzne cechy wirusa, charakterystyczne jedynie dla populacji obecnych u oséb,

u ktérych leczenie byto nieskuteczne.
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1.1 Wirus zapalenia watroby typu C

1.1.1 Budowa wirionu

Ze wzgledu na trudnosci napotykane przy probach obserwacji mikroskopowej
wiriondbw HCV w tkankach oraz dhugoletni brak efektywnego systemu namnazania
wirusa in vitro, dane na temat budowy jego czastek sa niepetne (Lindenbach et al.,
2007; Roingeard et al., 2004). Ustalono, ze wiriony maja Srednicg¢ okoto 50 nm.
W surowicy wystepuja w trzech podstawowych formach: (i) w kompleksie
z lipoproteinami o niskiej 1 bardzo niskiej gestosci; (i) w  kompleksie
z immunoglobulinami; (ii1) jako wolne wiriony; przy czym postacia infekcyjna jest
najprawdopodobniej pierwsza z nich. Hipotetyczny model czastki wirusowej HCV
stworzony zostat na podstawie danych dotyczacych budowy spokrewnionych wiruséw
[rysunek I.1]. W ostatnich latach uzupetniono go, korzystajac z wynikéw uzyskanych
metoda mikroskopii krioelektronowej (Yu et al., 2007). Postuluje sig, ze materiat
genetyczny HCV zamknigty jest wewnatrz ikozaedralnego nukleokapsydu, otoczonego
btona pochodzaca z komorki gospodarza, w ktéra wbudowane sa biatka wirusowe

(Penin et al., 2004).

kapsyd (biatko C)

RNA

glikoproteina E1
glikoproteina E2

Rysunek I.1. Budowa wirionu HCV.

Czastki wirusowe o srednicy ok. 50 nm sa optaszczone btona (pochodzaca z komorki gospodarza),
w ktorag wbudowane sa glikoproteiny otoczki: E1 i E2. Wewnatrz znajduje sie ikozaedralny kapsyd
(zbudowany z biatka C), ostaniajacy materiat genetyczny w postaci pojedynczej nici RNA.

1.1.2 Struktura genomu

Materiat genetyczny HCV stanowi pojedyncza ni¢ RNA o dodatniej polarno$ci
1 dlugosci ok. 9600 nukleotydow (nt). W obrgbie genomu mozna wyr6zni¢ jedna
otwarta ramke odczytu (ang. open reading frame, ORF), kodujaca poliproteing liczaca
okoto 3000 reszt aminokwasowych (Bartenschlager i Lohmann, 2000; Lindenbach et
al., 2007; Moradpour et al., 2007). Odcinek kodujacy oskrzydlony jest rejonami
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nieulegajacymi translacji (ang. untranslated regions, UTRS), pelniacymi istotne funkcje
regulatorowe [rysunek 1.4A]. Poniewaz genomowa czasteczka RNA HCV jest
pozbawiona struktury kapu, w rejonie 5’UTR znajduje si¢ miejsce niezaleznego od
kapu wiazania rybosomu (ang. internal ribosomal entry site, IRES). Warunkuje ono
inicjacj¢ translacji. Ponadto, pierwsze 40 nukleotydéw tego rejonu tworzy tzw.
domeng I, zaangazowana w proces replikacji (Lukavsky, 2008; Tan, 2006). W obrebie
3’UTR wyroznia si¢ trzy zasadnicze elementy, z ktorych jeden, $ciSle zachowawczy
98-nukleotydowy rejon X, jest kluczowy dla rozpoczecia procesu kopiowania
wirusowego RNA (Kolykhalov et al., 1996). Co ciekawe, wazne dla replikacji oraz
infekcyjnosci wirusa domeny RNA zidentyfikowano takze w rejonie kodujacym.
Ponadto zaobserwowano, ze genom zawiera mniej powtorzen dinukleotydéw UA 1 UU,
anizeli wynikaloby to z ich losowego rozmieszczenia. Prawdopodobnie w ten sposob
wirus unika degradacji genomu przez indukowana interferonem RNazg¢ L, ktéra
preferencyjnie przecina wspomniane sekwencje. Biorac pod uwage wyniki
modelowania komputerowego mozna tez zauwazy¢, ze RNA HCV zawiera szczegdlnie
duzo rejonéw dwuniciowych, co jest charakterystyczna cecha wirusow zdolnych do
wywolywania przewlektych infekcji. Obserwacje te sugeruja, ze cechy strukturalne
genomu HCV moga stanowi¢ podtoze jednego z mechanizmoéw unikania odpowiedzi

przeciwwirusowej komorki (Lindenbach ef al., 2007).

1.1.3 Cykl replikacyjny
Cykl replikacyjny HCV sktada si¢ z kilku podstawowych etapow,

obejmujacych: (i) wnikanie wirionow do komorki; (ii) translacj¢ 1 dojrzewanie biatek
wirusowych; (iii) replikacje¢ RNA; (iv) skladanie i uwalnianie wirionow potomnych

[rysunek 1.2].
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Rysunek I.2. Cykl replikacyjny HCV.

HCV wnika do komorek na drodze endocytozy. Po uwolnieniu materiatu genetycznego w postaci (+)RNA,
zachodzi synteza i dojrzewanie biatek wirusowych. Kompleks replikacyjny powstaje w obrebie sieci bton
wewnatrzkomoérkowych. Polimeraza wirusowa katalizuje synteze nici (-), a nastepnie nici (+)RNA.
Sktadanie wiriondw potomnych rozpoczyna sie przypuszczalnie od oddziatywania pomiedzy biatkiem
kapsydu a (+)RNA. Wiriony opuszczaja komorke na drodze egzocytozy.

1.1.3.1 Whnikanie do komoérek gospodarza

Chociaz HCV infekuje i namnaza si¢ przede wszystkim w hepatocytach, posiada
tez zdolno$¢ zakazania innych typow komoérek. Wsrdd nich sa komorki uktadu
immunologicznego: limfocyty B krwi obwodowej oraz komorki dendrytyczne
(Moradpour et al., 2007; Stamataki et al., 2009). Wyniki najnowszych badan wskazuja
ponadto, ze genomowe czasteczki RNA HCV sa obecne w komorkach mézgowych:
astrocytach oraz makrofagach mikrogleju. W tych ostatnich, oprécz RNA o dodatniej
polarnosci, zidentyfikowano réwniez jego komplementarna form¢ replikacyjna
(Wilkinson et al., 2009).

Proces wnikania wirusa do komoérek gospodarza nie zostal catkowicie poznany.
Wiadomo jednak, ze HCV wykorzystuje rézne receptory obecne na powierzchni
permisywnych komoérek. Wnikanie poprzedzajace efektywna infekcj¢ wymaga
najprawdopodobniej zaangazowania kilku receptoréw jednocze$nie (Cocquerel et al.,

2006) [rysunek 1.3].
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Rysunek I.3. Wnikanie wirionéw HCV do komorki gospodarza.

W proces wiagzania i wnikania wirusa do komorki moga by¢ zaangazowane receptory lipoprotein o niskiej
gestosci (LDLR), glikozaminoglikany (GAG), receptor zmiatacz (SR-Bl) oraz biatko CD81. Pdzny etap
wnikania zwiazany jest z klaudyna-1 (CLDN-1) i okludyna. Internalizacja wirionu zachodzi na drodze
endocytozy zaleznej od klatryny. Zakwaszenie endosomu inicjuje etap fuzji jego btony z otoczka
wirionu.

Najlepiej poznanym receptorem HCV jest biatko CD81 (Pileri et al., 1998).
Nalezy ono do rodziny biatek zawierajacych cztery helisy transbtonowe (ang.
tetraspanin family) 1 wystgpuje powszechnie na powierzchni wielu typéw komorek.
CD81 zawiera dwie petle zewnatrzkomorkowe, z ktérych jedna, tzw. duza (ang. large
extracellular loop, LEL), stanowi miejsce oddziatywania z bialkiem otoczki HCV, E2
(Kitadokoro et al., 2001; Zhang et al., 2004). Obecno$¢ tego receptora jest konieczna
dla efektywnego wnikania zarowno czastek pseudowirusowych zawierajacych biatka
otoczki HCV (ang. HCV pseudoparticles, HCVpp), jak 1 wiriondw powstatych
w liniach komoérkowych ( ang. cell-culture HCV, HCVcc) (Lindenbach et al., 2007). Co
wigcej, produkcja CD81 w liniach komoérkowych niektérych rodzajow hepatocytow
naturalnie pozbawionych tego receptora, czyni je podatnymi na infekcjg HCVpp

1 HCVcce (Moradpour ef al., 2007; Zhang et al., 2004). Rownocze$nie jednak rola CD81

10
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W omawianym procesie nie zostata w pelni wyjasniona. Z pewnos$cia nie jest ono
pierwszym bialkiem, z ktérym oddziatuje wirus. Wynika to z faktu szerokiego
rozpowszechnienia CD81 1 jednocze$nie stosunkowo waskiego spektrum komorek
zakazanych przez HCV. Ponadto, przeciwciala skierowane przeciwko CDS81 sa w stanie
zapobiec wnikaniu czastek pseudowirusowych juz po ich zwiazaniu z komorka
docelowa (Cormier et al., 2004). Obecnie wydaje si¢ zatem, ze CD81 jest jedynie
koreceptorem (Cocquerel et al., 2006).

Drugim biatkiem najprawdopodobniej bioracym wudzial w  procesie
wiazania/wnikania wirionow do komorek gospodarza jest tzw. receptor zmiatacz klasy
B typu I (ang. scavenger receptor class B type I, SR-BI). Wystepuje on zwlaszcza na
powierzchni komodrek watroby 1 gruczotow steroidogennych, gdzie uczestniczy
w wiazaniu pochodnych lipoprotein o niskiej ggstosci (ang. low density lipoproteins,
LDL) i lipoprotein o wysokiej gestosci (ang. high density lipoproteins, HDL). SR-BI
posiada dwie helisy transblonowe, potaczone petla zewngtrzkomorkowa, zawierajaca
glikozylowane reszty aminokwasowe (Cocquerel et al., 2006). Stwierdzono, Ze receptor
ten bierze udziat w wiazaniu biatka E2 otoczki HCV na powierzchni komérek HepG2,
nieposiadajacych receptora CD81 (Scarselli et al., 2002). Funkcja SR-BI w procesie
wnikania HCV pozostaje nieznana; nie wiadomo tez, w ktoérym etapie oddzialywania
wirionu z powierzchnia komorki on uczestniczy. Nadal nie rozstrzygnigto, czy jest
wlasciwym receptorem wirionu, zdolnym nawet do jego internalizacji, czy tez
warunkuje jedynie selektywne pobieranie lipidow, tym samym modulujac sktad btony
1 czyniac ja bardziej podatna na infekcj¢ (Cocquerel et al., 2006).

Stosunkowo niedawno stwierdzono, ze klaudyna-1 (ang. claudin-1, CLDN-1),
biatko $cistych potaczen miedzykomodrkowych hepatocytow (ang. tight junctions), takze
odgrywa istotna role¢ w procesiec wnikania HCV. Co wigcej, w przeciwienstwie do
CD81 1 SR-BI, jest jedynym biatkiem, ktore produkowane w liniach komorek
niepochodzacych z watroby, czyni je podatnymi na infekcje (Evans et al., 2007).
Klaudyna-1 tworzy kompleks z CD81 (Harris et al., 2008) 1 oddziatuje z wirionem
w koncowym etapie wnikania, juz po przytaczeniu HCV do CD81 (Evans et al., 2007).
Poniewaz jednak ekspresja klaudyny-1, CD81 1 SR-BI w niektorych liniach
komoérkowych niepochodzacych z watroby nie wystarcza do wniknigcia wirionow
HCV, sadzi¢ mozna, Ze istnieja dodatkowe czynniki komdérkowe zaangazowane w ten
proces (Moradpour et al., 2007). Najnowsze doniesienia wskazuja, ze obok klaudyny-1,

waznym koreceptorem jest tez okludyna (ang. occludine), wystgpujaca w tych samych

11



Witep

rodzajach potaczen miedzykomoérkowych. Co ciekawe, po infekcji poziom ekspres;ji
genow kodujacych te biatka spada, co moze zapobiega¢ ponownemu zakazeniu
komorek oraz leze¢ u podstaw zmian morfologicznych 1 funkcjonalnych
obserwowanych w zainfekowanych hepatocytach (Liu et al., 2009).

Ze wzgledu na wystegpowanie komplekséw wiriondw z lipoproteinami o niskiej
gestoscei, prawdopodobnym wydaje sig, ze w proces wigzania/wnikania zaangazowany
jest odpowiedni receptor lipoprotein (ang. low density lipoprotein receptor, LDLR).
Ponadto, sugeruje si¢ udziat innych czasteczek wystepujacych na powierzchni komorek,
takich jak glikozaminoglikany i lektyny typu C. Obecnie brakuje jednak
wystarczajacych dowodow wyjasniajacych ich ewentualng rolg. Mozna przypuszczac,
ze wylapuja one wiriony, umozliwiajac ich wiazanie z wlasciwymi receptorami
(Cocquerel et al., 2006).

Po zwiazaniu wirionu przez receptor, nast¢puje jego internalizacja. Zachodzi ona
na drodze endocytozy zaleznej od obecnosci klatryny. W trakcie wnikania powstaje
endosom, ktéry ulega zakwaszeniu, co prowadzi najprawdopodobniej do rearanzacji
bialek otoczki wirionu i umozliwia jej fuzj¢ z blong endosomu (Lindenbach et al., 2007,
Moradpour et al., 2007).

Alternatywnym sposobem infekowania komoérek przez HCV, jest wnikanie
zalezne od receptora Fc, wiazacego rejon Fc immunoglobulin. Szlak ten wykorzystuja
roOwniez inne wirusy, m.in. wirus Ebola czy ludzki wirus upos$ledzenia odpornosci.
Mechanizm wnikania nie zalezy w tym przypadku od biatek wirusowych, ale od
obecnosci przeciwcial skierowanych przeciwko patogenowi. Komorkowe receptory Fc
wiaza czastki wirusowe optaszczone przeciwcialami (ang. antibody-dependent
enhancement, ADE). W przypadku HCV =zaobserwowano, ze w okreslonych
warunkach, w obecnosci przeciwcial dochodzi do zwigkszenia infekcyjnosci wirusa
zarowno w stosunku do hepatocytow, jak i limfocytow B. Wzrost infekcyjnosci byt
szczegllnie wysoki w przypadku tych drugich komorek, co sugeruje ze ADE moze

odgrywac istotng rol¢ w ich zakazaniu (Meyer ef al., 2008).

1.1.3.2 Translacja i dojrzewanie biatek

Po wniknigciu wirusa do komorki, genomowy RNA zostaje uwolniony
z nukleokapsydu 1 rozpoczyna si¢ proces translacji, zachodzacy w obrgbie szorstkiej
siateczki wewnatrzplazmatycznej. Jego produktem jest poliproteina, ktora podlega

ko- 1 potranslacyjnemu cigciu zaré6wno przez proteazy wirusowe, jak i komorkowe
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peptydazy sygnatowe. W rezultacie powstaje 10 biatek, wsrod ktorych wyrdznia sig
strukturalne: C, E1, E2 1 p7; oraz niestrukturalne: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
1 NS5B [tabela 1.1, rysunek 1.4]. Dodatkowo, w wyniku przesunigcia ramki odczytu
-2/+1 w obrgbie genu kodujacego biatko C, powstaje kolejne niewielkie biatko F,

o niepoznanej dotychczas funkcji.

A
5'UTR 3'UTR
I ,
| iDL Y
_rJ (u),
3 ORF 3“@
v g ltmnsiacja zalezna od IRES
p7 NS4A
[ CIET | E2 :NSZ[ NS3 ::NS4B NS5A NS5B
lciecfe poliproteiny
p7 NS4A
(I (NP SN . NS3 ' " NS48 NS5A NS5B
| E——— . - | ) |
1 192 384 747 810 1027 16581712 1973 2421
biatka strukturalne biatka niestrukturalne
B

cytozol

¥ :'l'-l; )
NS

NS2 NS4A NS4B

Swiatto
siateczki wewnqtrzplazmatycznej

Rysunek 1.4, Struktura genomu i biatek HCV.

(A) Genomowa czasteczka RNA HCV ma dtugos¢ ok. 9600 nukleotydow. Zawiera pojedyncza ramke
odczytu (ORF), oskrzydlona rejonami nieulegajacymi translacji, 5’ i 3° UTR. Rejony te przyjmuja
zachowawcze struktury drugo- i trzeciorzedowe, uczestniczace w regulacji istotnych etapéw cyklu
replikacyjnego wirusa. Struktura IRES w obrebie 5’UTR umozliwia translacje, ktérej produktem jest
poliproteina liczaca ok. 3000 reszt aminokwasowych. Komorkowe peptydazy sygnatowe i proteazy HCV
katalizuja jej ciecie, w wyniku ktorego powstaja dojrzate biatka strukturalne i niestrukturalne.
W wyniku przesuniecia ramki odczytu w obrebie sekwencji kodujacej biatko C, powstaje dodatkowo
niewielkie biatko F, nieprzedstawione na rysunku. Pozycje aminokwasowe odnosza sie¢ do sekwencji
HCV-H, zdeponowanej w internetowej bazie danych GenBank pod numerem AF009606. (B) Wiekszos¢
biatek HCV jest zakotwiczona w btonie. Z wyjatkiem E1, E2 i niewielkiego fragmentu p7, domeny
zewnatrzbtonowe tych biatek sa skierowane do cytozolu. Fragmenty biatek, ktorych struktury nie zostaty
dotad poznane, przedstawiono schematycznie za pomoca figur geometrycznych. W obrebie domen
biatek E1 i E2 zaznaczono potencjalne miejsca glikozylacji - odpowiednio: 4 dla E1 i 11 dla E2.
[Z Moradpour et al., 2007, za zgoda wydawcy, zmienione. Adapted by permission from Macmillan
Publishers Ltd: D. Moradpour, F. Penin, C.M. Rice; Replication of hepatitis C virus; Nature Reviews
Microbiology; 5 (6) 453-463 (2007); copyright 2007.]
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Tabela I.1. Biatka HCV i ich funkcje w cyklu replikacyjnym [wg Tan, 2006, zmienione]

Biatko Udziat w Funkcje
replikacji
C nie + sktadnik nukleokapsydu
. + glikoproteina otoczki,
E 1 nle . . PR . *
+ zawiera domeng umozliwiajaca fuzj¢ z blong endosomu (?)
+ glikoproteina otoczki,
E2 nie + zawiera domen¢ umozliwiajaca fuzj¢ z btong endosomu (?),
+ oddziatywanie z receptorami komérkowymi
p7 nie + kanat wapniowy
NS2 nie + NS2-3 autoproteaza
NS3 tak + sktadnik proteinaz NS2-3 i NS3-4A
NS4A tak + kofaktor proteinazy NS3-NS4A
tak + indukuje patologiczne zmiany bton wewngtrznych w
NS4B . . L7
komorce - tworzenie tzw. sieci bton (ang. membranous web)
NS5A tak + tworzy kompleks replikacyjny
NS5B tak + polimeraza RNA zalezna od RNA
F " + (27

*(?) — funkcja przypuszczalna, wymaga potwierdzenia; ~ (??) - nieznane

Bialko C wystgpuje najczgsciej w formie dimeru lub multimeru 1 jego
podstawowa funkcja jest tworzenie nukleokapsydu. Zawiera ono domen¢ obdarzona
fadunkiem dodatnim, umozliwiajaca oddzialywanie z RNA. Ponadto wykazano, ze
wptywa na liczne procesy komoérkowe, do ktérych naleza: transkrypcja, apoptoza,
metabolizm lipidow 1 odpowiedz przeciwwirusowa (Lai 1 Ware, 2000; Tan, 2006).
Biatka E1 1 E2 tworza kompleks wbudowany w otoczke wirusowa i sa niezbgdne dla
rozpoznawania receptorOw powierzchniowych oraz wnikania do komoérek gospodarza.
Oba zbudowane sa z domeny transblonowej i silnie glikozylowanej domeny
skierowanej do $wiatta siateczki wewnatrzplazmatycznej (Bartenschlager i Lohmann,
2000; Moradpour et al., 2007; Tan, 2006). Szczego6ty dotyczace budowy i funkcji biatka
E2 zostaly opisane w osobnym podrozdziale [I.1.4]. Niewielkie biatko p7 zbudowane
jest z dwoch helis transbtonowych, potaczonych krotka petla cytoplazmatyczna.
Stwierdzono, ze funkcjonuje ono jako kanat dla jondw wapnia (Griffin et al., 2003), co
sugeruje, ze najprawdopodobniej bierze udziat w dojrzewaniu oraz uwalnianiu
wirionéw potomnych (Moradpour et al, 2007). Bialko niestrukturalne NS2 jest
sktadnikiem proteazy NS2-3, zaleznej od obecnosci jonow cynku (Grakoui et al.,

1993a; Grakoui et al., 1993b). Po autokatalitycznym przeci¢ciu wiazania pomig¢dzy
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C-koncowym fragmentem NS2 a N-koncowym rejonem NS3, traci swa aktywnos¢
proteolityczna 1 ulega degradacji. Wykazano tez, ze NS2 powoduje zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie S, jednak znaczenie tego zjawiska dla przebiegu infekcji HCV
nie zostato ustalone (Yang et al., 2006). Biatko NS3 pelni wiele istotnych funkcji
w cyklu replikacyjnym HCV. W potaczeniu z kofaktorem, biatkiem NS4A, wykazuje
aktywno$¢ proteazy serynowej i odpowiada za prawidlowe dojrzewanie wszystkich
biatek niestrukturalnych. Ten sam kompleks blokuje takze fosforylacje kluczowe;j
komorkowej czasteczki sygnatowej, czynnika transkrypcyjnego IRF-3 (ang. interferon
regulatory factor-3, IRF-3), indukujacego migdzy innymi ekspresj¢ interferonu typu I
(Foy et al., 2003). Postuluje si¢ rowniez udziat NS3 w supresji apoptozy i indukcji
transformacji nowotworowej, cho¢ te mechanizmy nie zostaly jeszcze dostatecznie
poznane (Tan, 2006). Na koncu karboksylowym NS3 zlokalizowana jest domena
helikazowa, (Tai et al., 1996), odgrywajaca kluczowa rolg¢ w replikacji bogatego
w struktury drugorzedowe genomu wirusowego. Integralne biatko btonowe, NS4B, nie
zostato do tej pory szczegdtowo scharakteryzowane. Najprawdopodobniej indukuje
tworzenie tzw. sieci blon wewnatrzkomorkowych (ang. membranous web) 1 umozliwia
zakotwiczenie w blonie kompleksu replikacyjnego. Przypuszczalnie moze takze brad
udziat w modulowaniu aktywnos$ci polimerazy RNA zaleznej od RNA 1 wptywa¢ na
niektore procesy komoérkowe (Tan, 2006). Podstawowa funkcja biatka NS5A jest
tworzenie kompleksu replikacyjnego i regulacja przej$cia od etapu replikacji do
sktadania wirionéw potomnych. Biatko to wystgpuje w kilku formach rézniacych si¢
stopniem fosforylacji. Ufosforylowana forma NSS5A oddzialuje z biatkiem
komoérkowym, kierujac kompleks replikacyjny do tratw lipidowych, gdzie zachodzi
kopiowanie genomu HCV. W odréznieniu od niej, tzw. hiperfosforylowana postaé
NSS5A nie jest zdolna do tego oddziatywania, stad jej pojawienie si¢ wptywa hamujaco
na replikacj¢. Badania krystalograficzne wykazaly istnienie w obrgbie NS5A domen
umozliwiajacych oddzialywanie z blonami, biatkami i RNA (Tellinghuisen et al.,
2005). Postuluje si¢ zatem, ze biatko to moze wiaza¢ jedno- lub dwuniciowy wirusowy
RNA, chroniac go przed degradacja przez komorkowe nukleazy oraz uniemozliwiajac
powstanie krotkich regulatorowych RNA skierowanych przeciwko HCV (Moradpour et
al., 2007). Ponadto sugeruje sig, ze NS5A moze indukowa¢ odporno$¢ na odpowiedz
interferonowa, poprzez inaktywacjg jednego z biatek efektorowych, kinazy biatkowej R
(Gale et al, 1998). Polimeraza RNA =zalezna od RNA, NS5B, jest biatkiem

zakotwiczonym w btonie. Katalizuje synteze¢ komplementarnej nici RNA na matrycy
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czasteczki genomowej, jak réwniez synteze¢ wlasciwych nici genomowych o dodatnie;j
polarno$ci. W strukturze krystalicznej wyrdzniono typowe dla polimeraz RNA domeny
palcow, dtoni i kciuka oraz miejsce katalityczne (Ago et al., 1999; Lesburg et al.,
1999). Wyrbzniajaca cecha tego enzymu jest niemal catkowite odizolowanie miejsca
aktywnego przez domeny palcow i kciuka (Lesburg et al., 1999). Podobnie jak inne
polimerazy wirusowe, NS5B wykazuje zdolno$¢ do oligomeryzacji i kooperatywne;j
syntezy RNA (Wang et al, 2002). Poniewaz nie posiada aktywnosci 3’—5’
egzonukleazowej, nalezy do enzyméw o niskiej doktadno$ci kopiowania. Sugeruje sig,
ze tak samo jak inne polimerazy tego typu, blednie wprowadza nukleotydy do nici
potomnej z czgstoscia 107°-107 (Gomez et al., 1999). Sredni wspélczynnik mutaciji
wynosi 1,44-1,92 x 107, w przeliczeniu na miejsce w genomie, na rok (Ogata ef al.,
1991). Ta cecha biatka NS5B jest gtownym czynnikiem decydujacym o ogromnej

zmiennosci HCV.

1.1.3.3 Replikacja RNA

Poniewaz genomowa czasteczka RNA stanowi matryce zarowno podczas
translacji, jak 1 replikacji, procesy te musza przebiega¢ w $cisle kontrolowany sposob.
Na podstawie podobienstwa HCV do innych przedstawicieli rodziny Flaviviridae
szacuje sig, ze utworzenie pojedynczej czastki wirusowej wymaga powstania jednej
czasteczki RNA oraz okoto 200 kopii biatek strukturalnych. Wynika stad, ze replikacja
zachodzi znacznie rzadziej, anizeli translacja. Sposob regulacji przejscia od translacji do
replikacji nie zostal doktadnie poznany. Przypuszczalnie biora w nim udziat zaréwno
biatka wirusowe, jak i komoérkowe. Na przyklad biatko C bedace prawdopodobnie
rownoczes$nie produktem oraz inhibitorem procesu translacji (Lindenbach et al., 2007;
Zhang et al., 2002b).

Kompleks replikacyjny tworzy si¢ w obrgbie okotojadrowej sieci blon
wewnatrzkomorkowych — struktury, ktérej powstanie stymuluje biatko NS4B.
Wspomniana sie¢ pochodzi najprawdopodobniej z bton siateczki
wewnatrzplazmatycznej lub aparatu Golgiego (Lindenbach et al., 2007). Sktad lipidowy
1 stopien plynnosci tych blon sa kluczowe dla prawidlowego przebiegu replikacji.
Wykazano, ze podczas gdy nasycone i jednonienasycone kwasy thuszczowe stymuluja
omawiany proces, wielonienasycone kwasy thuszczowe hamuja go (Kapadia i Chisari,

2005). Umiejscowienie kluczowego etapu cyklu replikacyjnego w obrgbie struktur
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btoniastych zapewnia ochrong¢ RNA 1 bialek wirusowych przed dzialaniem
komoérkowych rybonukleaz oraz enzymow proteolitycznych (Lindenbach et al., 2007).

Istotne elementy strukturalne warunkujace replikacje ulokowane sa w obrgbie
3’UTR (Scisle zachowawczy rejon X i trakt poliU/UC) (Yi i Lemon, 2003a, b), oraz
5’UTR (domeny 11 II) (Kim et al., 2002). Miejsce inicjacji syntezy nici (-)RNA jak
dotad nie zostato precyzyjnie ustalone. Wynika to migdzy innymi z faktu, ze polimeraza
HCV in vitro inicjuje syntez¢ RNA ze startera, de novo, oraz z wykorzystaniem
krétkiego dupleksu, powstatego w wyniku zawinigcia konca 3’ matrycy 1 utworzenia
wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych (Bartenschlager i Lohmann, 2000).
Proponowano, ze synteza nici (-) rozpoczyna si¢ w obrgbie rejonu X, okolo 21
nukleotydéw powyzej wlasciwego kofica 3° RNA (Oh et al., 2000), lub de novo, od
3’-koncowej reszty urydyny (Hong et al., 2001). Pojedyncza antygenomowa nié
(-)RNA stuzy jako matryca do syntezy okoto 10 kopii nici (+)RNA. Cho¢ proces ten
jest zbadany w mniejszym stopniu niz synteza nici (-), stwierdzono, ze minimalnym
fragmentem RNA niezbgdnym do zainicjowania efektywnej syntezy nici (+) jest rejon
komplementarny do domen I, II i IIl 5’UTR. Proces replikacji podlega modulacji
zardwno przez biatka wirusowe, jak i komoérkowe (Lindenbach et al., 2007; Tan, 2006).
Niezwykle interesujacym mechanizmem regulacji jest ponadto stymulacja replikacji
HCV przez miR-122, ludzki mikroRNA, ulegajacy specyficznej ekspresji w watrobie
(Jopling et al., 2005).

I.1.3.4 Tworzenie i uwalnianie wirionéw potomnych

Sktadanie czastek wirusowych HCV rozpoczyna si¢ prawdopodobnie od
interakcji pomigdzy biatkiem C a 5’UTR genomowej czasteczki RNA, przy czym
miejsce tego oddziatywania nie zostato precyzyjnie oznaczone. Przypuszczalnie, proces
ten zachodzi podobnie jak u innych przedstawicieli Flaviviridae i biora w nim udziat
rowniez biatka niestrukturalne. Wiriony paczkuja do wngtrza  siateczki
wewnatrzplazmatycznej, przechodza szlak wydzielniczy przez aparat Golgiego 1 sa
uwalniane na powierzchni komoérki (Lindenbach et al., 2007; Moradpour et al., 2007,
Tan, 2006). Szacuje si¢, ze w trakcie jednego dnia wiremii moze by¢ produkowanych
okoto 10" potomnych czastek wirusowych, natomiast ich okres poltrwania wynosi

okoto 3 godziny (Neumann et al., 1998).
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I.1.4 Budowa i funkcje biatka E2

Biatko E2 HCV liczy 363 reszty aminokwasowe i jest glikoproteing otoczki
wirionu. Najczesciej zawiera 11 tancuchow N-oligosacharydowych, cho¢ moze takze
ulega¢ O-glikozylacji. Przytaczenie tancuchéw oligosacharydowych wywiera istotny
wptyw na funkcje E2 (Falkowska et al., 2007). Ich obecno$¢ wyraznie zmienia maseg
czasteczkowa biatka z ok. 38 kDa dla formy niemodyfikowanej, do ok. 68 kDa dla
w pelni glikozylowanej (Pavio et al.,, 2002). Faldowanie poliproteiny w obrgbie
fragmentu odpowiadajacego biatku E2 przebiega w siateczce wewnatrzplazmatycznej,
w  obecnosci  biatek  opiekunczych,  wykazujacych  powinowactwo  do
N-oligosacharydow. Istotne dla prawidtowego uksztattowania E2 jest takze tworzenie
wewnatrzczasteczkowych mostkow  disiarczkowych pomigdzy konserwatywnymi
resztami cystein. Biatko E2 nie wystgpuje w blonie otoczki samodzielnie, lecz tworzy
heterodimery z glikoproteing E1. Uwaza sig, ze E2 wspomaga proces powstawania
funkcjonalnego biatka E1, wptywajac na jego fatdowanie. Kluczowe elementy
umozliwiajace heterodimeryzacje¢ zlokalizowane sa w obrgbie domen transbtonowych
obu biatek (Op De Beeck et al, 2001; Op De Beeck et al., 2000), jak rowniez
w domenach zewngtrznych. Przykladem tej drugiej lokalizacji moze by¢ zwlaszcza
motyw *"WHY*™ M E2 (Yi et al., 1997).

Poniewaz struktura przestrzenna E2 nie zostala poznana, informacje na temat
jego budowy pochodza z modelowania komputerowego, analiz sktadu
aminokwasowego oraz eksperymentéw biochemicznych [rysunek 1.5]. Dodatkowych
informacji dostarczaja badania rentgenograficzne biatek otoczki innych przedstawicieli
rodziny Flaviviridae. Na podstawie tych przestanek ustalono, ze E2 nalezy do biatek
transbtonowych typu I i sklada si¢ z czg$ci aminowej znajdujacej si¢ na zewnatrz
wirionu oraz domeny karboksylowej zakotwiczonej w btonie (Tan, 2006). Takie
umiejscowienie tego biatka umozliwia mu petnienie funkcji glownego czynnika
odpowiedzialnego za rozpoznawanie receptoréw docelowych komoérek (Cocquerel et
al., 2006). Jednoczesnie, wyeksponowanie E2 na zewnatrz czastki wirusowej czyni je
celem zaréwno humoralnej, jak 1 komoérkowej odpowiedzi immunologicznej gospodarza

(Kato et al, 1993; Shirai et al, 1999). Jako kluczowe biatko w oddziatywaniach

) Pozycje aminokwasowe odnosza si¢ do sekwencji HCV-la, zdeponowanej w internetowej bazie

danych GenBank pod numerem NC 004102.
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pomiedzy wirusem a organizmem cztowieka, E2 podlega silnej presji selekcyjnej. Stad
tez w jego obrebie znajduja si¢ rejony nalezace do najbardziej polimorficznych
w wirusowe] poliproteinie, tzw. rejony hiperzmienne (ang. hypervariable regions,
HVRs). Rejon HVR1, obejmujacy 27 pierwszych reszt aminokwasowych E2 (pozycje
384-410), jest najlepiej zbadanym 1 pierwszym pod wzglgdem poziomu zmienno$ci
fragmentem genomu HCV (Simmonds, 2004; Troesch et al., 2006). Wydaje sig, iz
stanowi on gléwny cel dla przeciwcial neutralizujacych (Kaplan et al., 2003). Krotszy
rejon HVR2 (pozycje 473-480), bierze najprawdopodobniej udzial w wiazaniu E2 do
receptora komoérki (Hijikata et al., 1991; Kato et al, 1992). W ostatnich latach
zaproponowano rowniez wyodrgbnienie trzeciego rejonu hiperzmiennego, HVR3
(Troesch et al., 2006), ztozonego z trzech poddomen (pozycje 431-466). Na podstawie
wlasciwosci fizykochemicznych HVR3 (przewidywane metodami bioinformatycznymi)
mozna przypuszczaé, ze roéwniez ten obszar bierze udzial w oddziatywaniach
z receptorami komoérkowymi lub jest celem dla przeciwcial. Oprocz wspomnianych
rejonoOw charakteryzujacych si¢ duzym polimorfizmem, E2 zawiera rowniez bardziej
zachowawcze reszty aminokwasowe, ktorych obecno$¢ zapewnia utrzymanie wlasciwe;j
struktury przestrzennej i funkcjonalnosci biatka. Reszty te uktadaja si¢ w trzy rejony
konserwatywne, w obrgbie ktorych zachowawczo$¢ poszczegdlnych pozycji przekracza
96% (Sobolev et al., 2000). Pierwszy 1 zarazem najdtuzszy z nich (pozycje 502-520) nie
posiada reszt obdarzonych tadunkiem. Ze wzgledu na jego hydrofobowos$¢, przypisuje
si¢ mu rolg peptydu inicjujacego fuzje otoczki wirionu z blong endosomu. Dwa
pozostate (pozycje 581-590 1 612-621) zawieraja przede wszystkim reszty o charakterze
zasadowym, kwasnym lub aromatycznym, ktére najczeéciej wystgpuja w miejscach
oddziatywan pomiedzy biatkami (Sobolev et al, 2000). Nieco nizszy stopien
zachowawczo$ci przejawiaja rejony, w ktorych zidentyfikowano determinanty
antygenowe 1 miejsca oddziatywania z receptorem CD81 (pozycje 484-491 1 543-559)
(Owsianka et al., 2006; Sobolev et al., 2000). W specyficznych pozycjach tych
obszarow takze przewazaja reszty aminokwasowe czgsto zaangazowane w interakcje
biatko-biatko, zwlaszcza tryptofanowe, tyrozynowe i histydynowe (Sobolev et al.,

2000).

19



Witep

A 390 400 410 420 430 440

v Vi o (o o] enwesed]] s | . | . | . [ s

384 ETHVTGGSAGRTTAGLVGLLTPGAKONIQLINTNGSWHINSTALNCNESLNTGWLAGLEY|

HVR1 HVR3
450 460 470 480 490 500
o T I e W r el Il [l R B e e e I (e R e i
4144 [QHKEINSSGCPERLASCRRLTDFAQGWGPISYANGSGLDERPYCWHYPERPCGIVPAKSHE
HVR2
510 520 530 540 550 560

AR W i [ v e ssm olvse (o
504 EBVECETBSBUVVGETDRSGAPTY SWGANDTDVFVLNNTRPPLGNWEGCTHMNS TIGETKV]

570 580 590 600 610 620
B Tl e e I i e R e e e ol e R e i
564 [CGAPPCVIGGVGNNTLLEPTDCFRKHEEATYSRCGSGPWITPRCMVD YBYRUNHYBOH TN

630 640 650 660 670 680
<

A STl B G (S BRI IR s Rl [ R e T A Rl N W

624 YTIFKVRMYVGGVEHRLEAACNWTRGERCDLEDRDRSELSPLLLSTTQWQVLPCSFTTLP
PePHD

690 700 710 720 730 740
o Fiir mome [omim miwi] wommiet] momn wilie smee L mme Fonin s eoeommi] mme wilin somm [ ossme fonin
684 ALSTGLIHLHQONIVDVQYLYGVGSSIASWAIKWEYVVLLFLLLADARVCSCLWMMLLISQ
domena transbtonowa

744 AEA
rejony hiperzmienne oddziatywanie z SR-BI
M rejony zachowawcze D oddziatywanie z CD81
potencjalne miejsca glikozylacji D oddziatywanie z heparynq
oddziatywanie z kinazq (PePHD) |:| heterodimeryzacja

Rysunek I.5. Budowa biatka E2.

(A) Biatko E2 zakotwiczone jest w btonie otoczki za pomoca domeny hydrofobowej (niebieski prostokat).
W obrebie jego czesci zewnetrznej wyrdzniono obszary silnie zréznicowane (HVR1, HVR2 i HVR3; rozowe
prostokaty) oraz bardziej zachowawcze (fioletowe prostokaty). Konserwatywne reszty aminokwasowe
ulegajace glikozylacji przedstawiono na zottym tle. Zidentyfikowano takze rejon umozliwiajacy
oddziatywanie z kinaza komorkowa (PePHD; zielony prostokat). Odcinki, ktdérym przypisuje sie udziat
w oddziatywaniach z czasteczkami wystepujacymi na powierzchni komoérek gospodarza oznaczono
ramkami, odpowiednio: zielona - wiagzanie z CD81, niebieska - wigzanie z SR-Bl, czerwonga - wiazanie
heparyny. Rejon domeny zewnetrznej zaangazowany w heterodimeryzacje z biatkiem E1 oznaczono
fioletowa ramka. Pozycje aminokwasowe odnosza sie do sekwencji HCV-1a, zdeponowanej
w internetowej bazie danych GenBank pod numerem NC_004102. (B) Model struktury przestrzennej
fragmentu czesci zewnetrznej biatka E2, uzyskany metodami bioinformatycznymi (Yagnik et al., 2000).
Model zaprezentowano dwukrotnie, oznaczajac kolorami rejony biatka E2 petniace rozne funkcje.
Z lewej strony kolorami oznaczono: rézowym - rejony hiperzmienne, fioletowym - rejony zachowawcze,
zottym - potencjalne miejsca glikozylacji, zielonym - rejon oddziatywania z kinaza PePHD. Kolory
odpowiadaja prostokatom na rysunku A. Z prawej strony kolorami oznaczono rejony zaangazowane
w oddziatywanie z biatkami i heparyna: niebieskim - z receptorem SR-BI, zielonym - z receptorem CD81,
czerwonym - z heparyna, fioletowym - z biatkiem E1. Kolory odpowiadaja ramkom na rysunku A.
Wizualizacje modelu przeprowadzono w programie PyMOL, wykorzystujac dane zdeponowane
w internetowej bazie danych Protein Model Database (http://mi.caspur.it/PMDB/), pod numerem
PM0074602.
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Co ciekawe, pomimo znacznej zmiennosci rejonu HVRI, takze w jego obrebie
mozna wyrdzni¢ elementy zachowawcze. Analiza ponad tysigca sekwencji HVRI1
wykazala, ze rzeczywisty polimorfizm tego fragmentu ograniczony jest do 13 pozycji,
podczas gdy pozostate sa zachowawcze pod wzgledem stopnia hydrofilowosci (Penin et
al., 2001). Kolejna stata cecha HVRI1 jest wysoki stosunek liczby reszt naladowanych
dodatnio do tych natadowanych ujemnie. Znacznie przewyzsza on $rednia warto$¢
wystgpujaca w innych biatkach. W rezultacie, HVRI ma najczgsciej charakter
zasadowy. Co wigcej, rowniez lokalizacja reszt obdarzonych tadunkiem dodatnim
wykazuje pewne prawidtowosci, co pozwolito na wyréznienie kilkunastu wzoréw ich
rozmieszczenia (Callens et al., 2005). Rownoczesna obecno$¢ reszt o wysokim
poziomie zmienno$ci, jak 1 rejondéw zdefiniowanych pod wzgledem stopnia
hydrofilowos$ci, sugeruje, z2 HVR1 moze posiada¢ organizacj¢ podobna do domen
zmiennych immunoglobulin i receptoréow limfocytow T (Penin et al., 2001). Hipotezg t¢
wydaja si¢ wspiera¢ wyniki badan in silico. Stwierdzono, ze komputerowy model
rejonu HVR1 wykazuje znaczne podobienstwo strukturalne do domeny zmiennej
przeciwcial (Hu et al., 2005).

Jak juz wspomniano, podstawowa funkcja przypisywana biatku E2 jest
oddzialywanie z receptorami 1 innymi czasteczkami na powierzchni komorek
gospodarza [tabela [.2].

Tabela I.2. Rejony biatka E2 warunkujace oddziatywanie z czasteczkami na powierzchni
komoérek gospodarza

Czasteczka na

Rejon E2 . . " Literatura
powierzchni komorki
412-423 Owsianka et al., 2006
432-447 Drummer et al., 2006; Owsianka et al., 2006
474-494 Owsianka et al., 2006; Yagnik et al., 2000"
517-535 receptor CD31 Cocquerel et al., 2006; Owsianka et al., 2006
544-551 Owsianka et al., 2006
612-620 Roccasecca et al., 2003
384-410 (HVR1) receptor SR-BI Scarselli et al., 2002
559-614 heparyna Yagnik ez al., 2000

) Dane uzyskane metoda modelowania in silico

Najlepiej scharakteryzowane sa rejony E2 zaangazowane w interakcje
z receptorem CDS81. Ukierunkowana mutageneza biatka pozwolita okresli¢ pozycje
aminokwasowe kluczowe dla tego oddziatywania, a takze wskaza¢ konkretne reszty,
ktorych obecnos¢ jest niezbedna, by wiazanie zachodzito prawidtowo (Cocquerel et al.,

2006; Drummer et al., 2006; Owsianka et al, 2006). Badania te wykazaly, ze
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szczegoOlnie istotne sa rejony 412-423 oraz 517-535, poniewaz mutacje wprowadzone
wich obrgbie znacznie obnizaja powinowactwo czastek pseudowirusowych do
odpowiedniego fragmentu biatka CD81. Rdéwnocze$nie zaproponowano, ze rejony
432-447 1 474-494 sa odpowiedzialne jedynie za modulowanie oddziatywan E2 z CD81
(Owsianka et al., 2006). Jednakze wnioski te wyciagnigte zostaty na podstawie nie do
konca jednoznacznych obserwacji. Wykazano bowiem, ze motyw “*GWLAGLFY**
jest niezwykle istotny dla prawidlowego wiazania z omawianym receptorem, a cztery
z jego reszt bezposrednio oddziatuja z duza petla zewnatrzkomorkowa CD81 (Drummer
et al., 20006). Interesujaca 1 nie do konca wyjasniona jest ponadto rola rejonow HVRI
1 HVR2 w interakcji E2-CD81. Udowodniono, ze biatka E2 pochodzace z izolatow
reprezentujacych rozne genotypy HCV roéznia si¢ pod wzgledem efektywnosci
przytaczania do receptora CD81. Szczegdétowe analizy wykazaly, ze o skutecznosci
wiazania decyduje wzajemne oddziatywanie pomigdzy rejonami HVR1 i HVR2. Co
ciekawe, catkowite usuni¢cie HVR1 powoduje wzrost efektywnosci wiazania biatek E2,
niezaleznie od tego, z jakiego izolatu wirusa pochodza. Z drugiej strony wiadomo, zZe
obecnos$¢ przeciwcial skierowanych przeciwko HVR1 badz HVR2 obniza zdolno$¢
biatka do przytaczania si¢ do CDS81. Postuluje si¢ zatem, ze HVRI1 nie bierze
bezposredniego udziatu w wigzaniu z CD81, lecz wywiera bardziej lub mniej
negatywny wplyw na to oddzialywanie, prawdopodobnie stanowiac zawadeg
przestrzenna, lub ksztaltujac konformacje E2 (Roccasecca et al., 2003). Cho¢ HVR1
wydaje si¢ by¢ negatywnym regulatorem przytaczania do receptora CD81, u pacjentow
nigdy nie zidentyfikowano izolatu pozbawionego tego rejonu (Penin et al., 2001), co
sugeruje, ze pelni on dodatkowa istotna funkcje. Przemawia za tym rowniez fakt, ze
u szympansow zakazonych zmodyfikowanym wirusem nieposiadajacym HVRI,
kinetyka infekcji znacznie odbiega od przecigtnej, a wirus osiaga nietypowo niskie
miano (Forns ef al., 2000).

Znacznie mniej wiadomo na temat ewentualnego oddzialywania E2
z receptorem SR-BI. Stwierdzono, ze kluczowy jest w tym przypadku rejon HVRI,
ktorego delecja calkowicie zaburza wiazanie (Scarselli et al., 2002). Poniewaz na
powierzchni komorek watroby wystepuja receptory SR-BI, wiriony moga efektywnie
przytacza¢ si¢ do nich, niezaleznie od CD81. W $§wietle wynikoéw badan dotyczacych
roli HVR1 mozna przypuszcza¢, ze izolaty posiadajace odmienne sekwencje tego
odcinka réznia si¢ zdolnoscia infekowania komorek, na powierzchni ktorych obecny

jest receptor CDS81 1 nie wystgpuje SR-BI — na przyktad limfocytow B (Roccasecca et

22



Witep

al., 2003). Dodatkowo zaproponowano, ze natadowane dodatnio reszty aminokwasowe
HVR1 oddziatuja elektrostatycznie z rdéznego typu proteoglikanami ulokowanymi na
powierzchni komorek wielu tkanek, migdzy innymi z siarczanem heparyny (Barth et al.,
2003). W polimorfizmie rejonéw E2 zaangazowanych w to oddziatywanie mozna
upatrywac roznic w tropizmie poszczegolnych izolatow HCV (Penin ef al., 2001).
Biatku E2 przypisuje si¢ takze rolg czynnika hamujacego odpowiedz gospodarza
na infekcj¢ wirusowa. Jednym z mechanizméw obronnych komorki jest indukowana
interferonem ekspresja kinazy, aktywowanej obecnoscia dwuniciowego RNA
(ang. dsRNA-activated protein kinase, PKR). Kinaza ta, katalizujac fosforylacje
czynnika inicjujacego elF2a, powoduje inhibicj¢ translacji. Wykazano, ze w obrgbie E2
wystepuje rejon o wysokim stopniu podobienstwa zarowno do miejsca autofosforylacji
PKR, jak i miejsca fosforylacji elF2a. Ten obszar E2 okre$lono skrotem PePHD
(ang. PKR-elF2a phosphorylation homology domain). Dowiedziono, ze rejon ten
stanowi konkurencyjny wobec elF2a substrat dla kinazy PKR, a pojawienie si¢ biatka
E2 w komorce znosi hamujace translacj¢ dziatanie enzymu (Taylor et al., 1999). Za
oddziatywanie z PKR odpowiedzialna jest niemodyfikowana forma E2, o masie
ok. 38 kDa. Wystepuje ona w cytozolu w przeciwienstwie do formy glikozylowanej,
ktora zakotwiczona jest w btonie siateczki wewnatrzplazmatycznej (Pavio et al., 2002).
Obecnie dostgpny jest jeden komputerowy model struktury przestrzennej
fragmentu zewngtrznej domeny biatka E2 (Yagnik ef al, 2000). Zostal on
skonstruowany  metodami bioinformatycznymi, na  podstawie danych
rentgenograficznych uzyskanych dla biatka otoczki wirusa zapalenia mozgu
przenoszonego przez kleszcze (ang. tick-borne encephalitis virus, TBEV), nalezacego
do rodziny Flaviviridae [rysunek 1.5B]. Przynajmniej niektore elementy modelu wydaja
si¢ odzwierciedla¢ rzeczywiste cechy budowy E2, poniewaz pozostaja w zgodzie
z danymi eksperymentalnymi w odniesieniu do rejonow biatka zaangazowanych
w wiazanie z receptorami czy oddziatywanie z przeciwcialami. Co ciekawe, na
podstawie analizy stopnia hydrofilowosci i dostepnosci jego poszczegolnych odcinkdw,
zaproponowano, ze E2 tworzy homodimery, ulozone w orientacji glowa do ogona.
Wowczas bialka otoczki wystepowalyby w uktadzie tetramerycznym, E1-E2-E2-El,
poniewaz kazda z dwodch czasteczek E2 tworzylaby réwnoczes$nie heterodimer z E1
(Yagnik et al., 2000). Podobne sugestie wysunigto, analizujac metoda mikroskopii
krioelektronowej rozmieszczenie biatek otoczki w obrebie czastek pseudowirusowych

(ang. HCV-like particles, HCV-LP) (Yu et al., 2007).
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1.1.5 Przynaleznos¢ systematyczna i pochodzenie

Wirus zapalenia watroby typu C jest przedstawicielem rodzaju Hepacivirus
w rodzinie Flaviviridae i pierwszym wirusem w historii, ktéry zostal zidentyfikowany
metodami biologii molekularnej. W latach 80. XX wieku stato si¢ jasne, ze znaczna
cze$¢ przypadkdéw zapalenia watroby zwiazanego z przebyta wczesniej transfuzja krwi,
nie jest wywolana przez znane woéwczas wirusy typu A czy B. Pomimo licznych prob,
nie udato si¢ oznaczy¢ czynnika infekcyjnego za pomoca klasycznych technik
immunologicznych. Dopiero analiza ¢cDNA, pochodzacych z surowicy zakazonego
doswiadczalnie szympansa, pozwolila stwierdzi¢, Ze za obserwowane infekcje
odpowiedzialny jest nowy wirus, nazwany wirusem zapalenia watroby typu C (Choo et
al., 1989). Wkrotce sklonowane zostaly réznej dlugosci fragmenty cDNA kilku
odrebnych izolatéw HCV, pochodzacych z roznych rejondéw $wiata (Chan et al., 1992;
Mori et al., 1992; Okamoto et al., 1992a; Okamoto et al., 1992b). Poréwnanie
sekwencji tych izolatow wykazalo, Ze istnieja pomigdzy nimi istotne roznice. Przyjgty
system klasyfikacyjny wyroznia sze$¢ gltownych genotypow HCV, oznaczonych
cyframi arabskimi od 1 do 6, oraz kilkadziesiat podtypow, oznaczonych literami od a do
t (Simmonds et al., 2005). Izolaty nalezace do odmiennych genotypow roznia si¢
migdzy soba 31-34% pozycji nukleotydowych, przy poréwnaniu pelnych sekwencji
genomowych. Roznice pomigdzy podtypami nalezacymi do tego samego genotypu sa
mniejsze 1 wynosza ok. 20-23% pozycji nukleotydowych (Simmonds, 2000). Czgstosé
wystepowania poszczegolnych podtypdéw w poszczegdlnych rejonach §wiata jest rozna.
W Europie i Ameryce Polnocnej przewazaja podtypy la, 1b, 2a, 2b oraz 3a, przy czym
podtypy la i1 3a wystgpuja najczesciej u oséb zakazonych wskutek uzywania
niesterylnych igiet podczas dozylnego podawania narkotykow. W krajach Srodkowego
Wschodu oraz poéinocnej icentralnej Afryki dominuje genotyp 4. W Afryce
poludniowej wystepuje podtyp 5a, natomiast w zachodniej — genotypy 1 i 2, obejmujace
wigcej niz 20 podtypow. W Japonii, czgsci Chin i na Tajwanie przewazaja podtypy b,
2a i 2b, natomiast w Tajlandii, Indonezji i Hong-Kongu genotypy 3 i 6 (Simmonds,
2000, 2001).

Pochodzenie HCV jest nieznane. Jak wiadomo, ludzki wirus upos$ledzenia
odpornosci (ang. human immunodeficiency virus, HIV) wywodzi si¢ od malpich
wiruséw, infekujacych szympansy i mangaby (Gao et al., 1999; Gao et al., 1992).
Wskutek przekroczenia bariery miedzygatunkowej doszto do jego przeniesienia na

populacj¢ ludzka, a nastgpnie rozprzestrzenienia si¢ na wszystkich kontynentach. Biorac
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pod uwage podobienstwa sposoboéw zakazenia HIV 1 HCV, mozna wysunad
przypuszczenie, iz HCV takze przeszedt analogiczng drogg. Takie zatozenie wydaje sig
jednak by¢ nieuprawnione, poniewaz nie ma zadnych dowodoéw na to, ze w warunkach
naturalnych HCV infekuje malpy Starego Swiata. Z drugiej strony wykazano, ze
spokrewniony z HCV wirus GBV-B (ang. GB virus B), zakaza tamaryny (malpy
zrodzaju Saguinus) i inne naczelne Nowego Swiata. Z pewnoscia wymagane jest
przeprowadzenie w przysztosci dalszych, szerzej zakrojonych badan, majacych na celu
wykrycie wirusow podobnych do HCV u malp (Simmonds, 2004). Obecnie
dysponujemy jedynie przestankami, umozliwiajacymi odtworzenie prawdopodobnej
historii HCV w populacji ludzkiej. Po pierwsze, analizujac wspomniane dane dotyczace
rozmieszczenia poszczegdlnych genotypoéw wirusa, mozna przyjac, ze powstaty one
niezaleznie od siebie. Ponadto, izolaty HCV nalezace do genotypéw 3 i 6 1 wystgpujace
w poludniowo-wschodniej Azji, oraz te nalezace do genotypow 1, 2 i 4 i pochodzace
z Afryki, cechuja si¢ o wiele wigkszym poziomem zrdéznicowania, anizeli izolaty
europejskie czy poinocnoamerykanskie. Silne zrdznicowanie izolatdéw $wiadczy
najprawdopodobniej o dlugim czasie obecno$ci wirusa w danej populacji — mozna
zatem sadzi¢, ze HCV wystepowat poczatkowo w Afryce i/lub Azji, a dopiero pdzniej
zainfekowal mieszkancéw Europy 1 Ameryki Poinocnej. Na podstawie analizy
zréznicowania izolatbw, mozna ponadto okre§li¢ moment pojawienia si¢
poszczegolnych genotypow. Konieczna jest jednak znajomo$¢ liczby mutacji
powstajacych w jednostce czasu, w przeliczeniu na miejsce w genomie. Wartos¢ ta
nieco si¢ rozni, w zaleznos$ci od analizowanego fragmentu genomu (Simmonds, 2000;
Smith et al., 1997). W badaniach genotypéw HCV zdecydowano si¢ przyja¢ wartosci
obliczone dla sekwencji genéw E1 1 NS5. Aby je wyznaczy¢, analizowano proby,
pobrane od grupy pacjentow, zakazonych 17 lat wcze$niej tym samym
zanieczyszczonym preparatem immunoglobulin (Power ef al., 1994; Smith et al., 1997).
Poréwnujac sekwencje izolatow wirusa pobranych od tych pacjentdow z sekwencja
wyj$ciowa stwierdzono, ze w ciagu roku, w przeliczeniu na jedno miejsce w genomie,
powstaje 7x10™* i 4x10™ mutacji, odpowiednio dla E1 i NS5 (Simmonds, 2001; Smith
et al., 1997). Przyjmujac takie tempo mutacji obliczono, ze dywergencja izolatow
nalezacych do genotypu 1b i pochodzacych od pacjentow z réznych kontynentdéw,
nastapita w latach 30. 1 40. XX wieku. Ten genotyp rozprzestrzenit si¢ do$¢ szybko,
najprawdopodobniej wraz z rozpowszechnieniem szczepionek 1 transfuzji krwi.

W obrgbie genotypow la 1 3a zrdéznicowanie jest jeszcze mniejsze, co wskazuje, ze
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dywergencja zaszta niedawno, prawdopodobnie w latach 60. ubieglego stulecia.
Niestety, podobne szacunki dla bardziej polimorficznych, starszych genotypow oraz
proby okreslenia czasu wyodrgbnienia sig¢ szesciu genotypdéw ze wspolnego przodka sa
obarczone duzym ryzykiem popelnienia btedu. Obliczono, ze znane obecnie genotypy
powstaly okoto 300-350 lat temu, co wydaje si¢ ogromnym niedoszacowaniem
z epidemiologicznego punktu widzenia (Simmonds, 2000, 2004). Btad wynika¢ moze
z faktu, ze ewolucja genoméw RNA podlega wigkszym ograniczeniom, anizeli
ewolucja organizmow pro- i eukariotycznych, dla ktérych stworzono modele tzw.
zegara molekularnego. Dzieje si¢ tak, poniewaz nawet mutacje synonimiczne,
niemajace wplywu na wlasciwosci bialek 1 selekcje na tym poziomie, moga w znaczny
sposob zaburza¢ kluczowa w cyklu replikacyjnym wirusow struktur¢ RNA.
W rezultacie, liczba neutralnych miejsc, ktore moga podlega¢ zmianom bez wptywu na
wlasciwosci fenotypowe, staje si¢ znacznie ograniczona. Na podstawie poroéwnan
ze spokrewnionymi wirusami oraz danych epidemiologicznych zaproponowano zatem,

ze HCV mogl powstaé nawet wezesniej niz 150 000 lat temu (Simmonds, 2004).

.2 Populacja wirusa zapalenia watroby typu C jako quasi-gatunek

Roéznorodno$¢ genetyczna wirusa zapalenia watroby typu C moze by¢
rozpatrywana na kilku poziomach. Najbardziej oczywiste 1 znaczace rdznice wystgpuja
pomigdzy sekwencjami izolatdow nalezacych do réznych genotypéw 1 podtypow.
Drugim poziomem jest zmienno$¢ powstata w ciagu krotszego czasu ewolucji wirusa,
obserwowana podczas poréwnan izolatow nalezacych do tego samego podtypu, lecz
pochodzacych z niezaleznych epidemiologicznie infekcji. Trzecim poziomem jest
zmienno$¢ poszczegodlnych wariantdw, obecnych w pojedynczym zainfekowanym
organizmie. Podobnie jak dzieje si¢ to w przypadku innych wiruséw RNA, HCV
wystepuje w organizmie pacjenta jako zbior spokrewnionych, lecz zroznicowanych
genetycznie wariantdw, tworzac tym samym populacj¢ nazwang quasi-gatunkiem

(Martell et al., 1992).

I.2.1 Koncepcja quasi-gatunku i jej implikacje

Pojgcie quasi-gatunku zostato uzyte po raz pierwszy w teorii Manfreda Eigena,
opisujacej ewolucj¢ makroczasteczek przed powstaniem zycia na Ziemi. Terminem tym
okreslono grupg zrdznicowanych, lecz podobnych do siebie czasteczek zdolnych do

samopowielania 1 ewoluujacych pod wplywem zmian $rodowiska jako pojedyncza
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formacja. Zgodnie z zalozeniem tej teorii, wytacznie dzigki istnieniu quasi-gatunku,
ewolucja mogta przybra¢ wtasciwe sobie tempo, ktére doprowadzito do powstania form
ozywionych. W przeciwnym razie, wszelkie zmiany zachodzityby wielokrotnie wolniej,
co znacznie opdéznitoby moment powstania zycia (Eigen, 1971). Kilka lat po
sformutowaniu tej teorii okazalo sig, ze jej przewidywania doskonale koresponduja
z danymi uzyskanymi w odniesieniu do populacji faga Q. Stwierdzono bowiem, ze
genomu tego wirusa nie mozna opisa¢ jako pojedynczej sekwencji, lecz raczej jako
srednia wazona wielu zréznicowanych wariantow (Domingo et al., 1978). Podobne
spostrzezenie poczyniono w stosunku do wirusow RNA i retrowiruséw (Domingo et al.,
1998; Figlerowicz et al., 2003; Holland et al, 1982). Wraz z tymi obserwacjami,
klasyczne rozrdznienie pomigdzy typem dzikim a mutantem stato si¢ nieuprawnione
w stosunku do tych patogendéw. Podstawowa cecha quasi-gatunku jest jego dynamika,
wynikajaca z nieustannie zachodzacej adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiska. Najczes$ciej quasi-gatunek tworzy jeden lub kilka wariantéw dominujacych
oraz znaczna liczba wariantéw o sekwencji wykazujacej mniej lub wigcej rdznic
w stosunku do dominantéw (Figlerowicz et al., 2003). Charakteryzuja si¢ one takze
zrdznicowanym potencjalem replikacyjnym i poziomem przystosowania do okreslonych
warunkow, mierzonym zdolno$cia do wytworzenia infekcyjnych wiriondw potomnych.
Populacja wirusowa obejmuje wigc zestaw genomdow, mogacych teoretycznie zawieraé
wszystkie mutacje, o ile tylko nie powoduja one utraty funkcjonalno$ci wirionu
(Vignuzzi et al., 2005). Czynnikiem ksztattujacym quasi-gatunek jest presja selekcyjna.
W przypadku dziatania selekcji pozytywnej, proces roznicowania populacji wirusowej
ulega przyspieszeniu, a nowo powstajace mutacje moga zosta¢ utrwalone. Z kolei
selekcja negatywna prowadzi do zmniejszenia réznorodnosci populacji 1 eliminacji
okreslonych wariantéw wirusowych. Infekcje wirusa RNA mozna zatem przyréwnac do
przebiegu eksperymentu selekcji RNA (ang. systematic evolution of ligands by
exponential enrichment, SELEX), zachodzacego w warunkach in vivo. Na poczatku
wirion zakaza komorke i zaczyna namnaza¢ si¢ w niej, dajac poczatek populacji
zréznicowanych wariantow. Opuszczajac komorke, wiriony potomne sa poddawane
kolejno  czterem etapom presji  selekcyjnej. W rezultacie, dochodzi do
wyselekcjonowania wariantow infekcyjnych, posiadajacych zdolno$¢ do efektywne;j
replikacji, unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza oraz wykazujace
oporno$¢ na stosowane leki (Figlerowicz er al.,, 2003). O tym, na ile populacja

wirusowa si¢ zmienia i1 jak szerokie spektrum wariantow obejmuje, decyduje natura
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czynnika selekcyjnego. Przykladowo, do nabycia opornosci na pojedynczy lek
przeciwwirusowy wystarczy zwykle jedna lub kilka mutacji. W przypadku czgsto
stosowanych lekéw z grupy analogéw nukleozyddéw substytucja zaledwie pojedynczej
reszty aminokwasowej w obrgbie polimerazy wirusowej moze w istotny sposob
ograniczy¢ dziatanie terapeutyku (np. poprzez zmniejszenie powinowactwa enzymu do
podanego zwiazku). Bardziej znaczace zmiany w populacji indukowane sa przez
modyfikacje tropizmu tkankowego wirusa czy odpowiedz immunologiczna gospodarza
(Domingo i Gomez, 2007).

Zgodnie z przewidywaniami quasi-gatunek, nie jest zbiorem niezaleznych
czastek, lecz tworzace go warianty maja zdolno$¢ wzajemnego oddzialywania na siebie.
Ta wiasciwo$¢ quasi-gatunku sprawia, ze ewoluuje on jako formacja elementow,
a celem pres;ji selekcyjnej jest nie tyle pojedynczy wariant, co cata populacja. Analizy
prowadzone przy wykorzystaniu teoretycznych modeli pozwolily ustali¢, ze
potencjalnie najlepiej przystosowany wariant niekoniecznie musi osiagna¢ pozycje
dominujaca w populacji. Jego status jest takze uzalezniony od innych wariantéw, wsrod
ktorych si¢ znajduje. Innymi stowy, spektrum sprzyjajacych elementdéw otaczajacych
moze decydowa¢ o uzyskaniu dominujacej pozycji przez wariant, ktory w innym
przypadku nie mialby na to szans. W ten sposob, oddzialywania pomiedzy czastkami
tworzacymi quasi-gatunek moga mie¢ charakter supresji lub komplementacji. Ta
teoretyczna prawidlowos¢ znalazta swoje odzwierciedlenie w populacjach wirusowych,
czego dowiedziono w szeregu badan przeprowadzonych in vivo i w kulturach
komorkowych (Domingo 1 Gomez, 2007; Domingo et al., 2006). Przyktadowo
zaobserwowano, ze spektrum elementéw populacji wirusa pgcherzykowego zapalenia
jamy ustnej (ang. vesicular stomatitis virus, VSV) wywieralo negatywny wplyw na
lepiej przystosowany wariant, dopoki nie wystgpowal on z odpowiednio wysoka
czestoscia (de la Torre 1 Holland, 1990).

O ile quasi-gatunkowy charakter populacji wirusowej zapewnia jej przetrwanie
w skrajnie r6znych warunkach, o tyle moze tez decydowac o jej wyginigciu. Dzieje sig
tak wowczas, gdy do genomoéw potomnych wprowadzanych jest zbyt wiele mutacji,
czego wynikiem jest powstawanie niefunkcjonalnych wirionow, niezdolnych do
dalszego podtrzymywania infekcji. Okazuje sig, ze w przypadku wirusow RNA mozna
moéwi¢ o dopuszczalnej liczbie zmian w genomie (ang. error threshold), ktorej

przekroczenie jest letalne dla poszczegélnych wiriondw. Jezeli wigkszo$¢ czastek
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wirusowych posiada zbyt duza liczbg¢ zmian, to prowadzi to do wygini¢cia zmutowanej

populacji (ang. error catastrophe) [rysunek 1.6].

dopuszczalna liczba mutacji
(ang. error threshold)

liczba wirionow

[ = funkcjonalne wiriony
= niefunkcjonalne wiriony

liczba mutacji / genom

Rysunek I.6. Model quasi-gatunku wirusowego na progu dopuszczalnej liczby mutacji.

W typowej populacji wirusa RNA (a) przewazaja funkcjonalne wiriony, ktore przejawiaja zréznicowanie
nieprzekraczajace okreslonej dopuszczalnej liczby mutacji (kolor biaty). Oprocz nich pojawiaja sie takze
czastki wirusowe, w ktorych doszto do nagromadzenia letalnej liczby zmian w genomie (kolor czarny).
Wzrost czestosci mutacji powyzej krytycznej wartosci powoduje przewage niefunkcjonalnych wiriondw
i wyginiecie zmutowanej populacji wirusowej (b). [Z Vignhuzzi et al., 2005, zmienione. Adapted from,
Virus Research 107/2, Vignuzzi, M., Stone, J.K., Andino, R., Ribavirin and lethal mutagenesis of
poliovirus: molecular mechanisms, resistance and biological implications, 173-181, Copyright (2005),
with permission from Elsevier. Also from PNAS, 98/12, Crotty, S., Cameron, C.E., Andino, R., RNA virus
error catastrophe: direct molecular test by using ribavirin, 6895-6900, Copyright (2001).]

Obecny stan wiedzy pozwala sadzi¢, ze wirusy RNA istnieja niejako na progu
dopuszczalnej liczby zmian w genomie (Domingo, 2000; Vignuzzi et al., 2005),
poniewaz zastosowanie mutagenOw RNA 1 wynikajace z tego wymuszone
przekroczenia tej granicy, powoduje spadek miana wirusa (Crotty ef al., 2001; Severson
et al., 2003; Sierra et al., 2000) Chociaz w poblizu tego progu w populacji powstaje
wiele niefunkcjonalnych wirionéw, to jednak liczba wlasciwych wariantow dominuje.
Dodatkowo zapewniona jest mozliwie duza réznorodno$¢ w obrgbie populacji
(Vignuzzi et al., 2005). Najwazniejsze cechy quasi-gatunku wirusowego podsumowano

w tabeli [tabela [.3].
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Tabela I.3. Podstawowe cechy quasi-gatunku wirusowego [wg Domingo i Gomez, 2007,
zmienione]

Quasi-gatunek

+ Populacja wirusowa obecna w pojedynczym zainfekowanym organizmie jest zbiorem
spokrewnionych, lecz zr6znicowanych wariantow.

+ Warianty tworzace populacje wirusowa wykazuja rozne stopnie przystosowania do warunkow
srodowiska.

+ Presja selekcyjna ksztaltuje quasi-gatunek, wymuszajac zmienno$¢ tworzacych go wariantow.

+ Szerokie spektrum zréznicowanych wariantdw przyczynia si¢ do zwigkszenia stopnia
przystosowania populacji wirusowe;j.

* Pomigdzy poszczegélnymi wariantami populacji moze dochodzi¢ do oddziatywan
pozytywnych (komplementacja) lub negatywnych (supresja).

+ Liczba mutacji w genomie, przekraczajaca dopuszczalna warto$¢ (ang. error threshold),
prowadzi do powstawania niefunkcjonalnych wirionow.

* Wzrost liczby niefunkcjonalnych wirionow powoduje wyginigcie populacji wirusowe;j
(ang. error catastrophe).

I.2.2 Polimorfizm genetyczny HCV

U podtoza powstawania quasi-gatunku wirusowego, lezy ogromna zmiennos$¢
genetyczna wirusOw RNA i retrowirusow (Figlerowicz et al., 2003). Jej podstawowa
przyczyna jest nieprecyzyjna replikacja genomu wirusowego przez polimeraze
pozbawiona aktywnosci 3°—5’ egzonukleolitycznej. Jak zaznaczono powyzej, czgstos¢
wprowadzania mutacji przez polimeraze¢ HCV to najprawdopodobniej 10°-107 (Gomez
et al., 1999). Wiedzac, ze podczas jednego dnia wiremii powstaje 10'? wirionow
potomnych oraz znajac dtugo$¢ genomu HCV (w przyblizeniu 10* nukleotydow),
mozna latwo obliczy¢, ze w tak krétkim czasie, we wszystkich genomach wirusowych
obecnych w organizmie pacjenta, zachodzi 10’-10° mutacji. Chociaz z pewnoscia wiele
z nich jest letalnych, to jednak liczby te doskonale ilustruja potencjat quasi-gatunku do
tworzenia wariantow opornych na dzialanie uktadu immunologicznego i stosowane leki
(Figlerowicz et al., 2003). Zgodnie z obecnym stanem wiedzy mozna przyjaé, ze
polimeraza wirusowa popelnia bledy w sposob losowy. Jednoczesnie jednak,
obserwowana czg¢sto$¢ mutacji jest rozna dla poszczegdlnych miejsc w genomie HCV
(Simmonds, 2004). Liczba utrwalanych zmian jest zatem ksztalttowana przez presj¢
selekcyjna, a istnienie elementow bardziej zachowawczych jest z pewnoS$cia
uwarunkowane konieczno$cia utrzymania cech kluczowych dla prawidlowego
przebiegu cyklu replikacyjnego wirusa.

Dodatkowym Zrédlem polimorfizmu wirusow RNA jest rekombinacja
genetyczna, wskutek ktorej dochodzi do kompleksowych rearanzacji genomu

(Figlerowicz et al., 2003). Rekombinacja RNA zachodzi wedlug mechanizmu
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wybiorczego kopiowania (ang. copy-choice), gdy w trakcie syntezy nowej czasteczki
replikaza wirusowa dokonuje przeskoku z jednej matrycy, zwanej donorem, na inna,
zwang akceptorem. Skutkiem tego jest utworzenie nici potomnej, powstalej na
podstawie dwoch czasteczek macierzystych (Figlerowicz i Bujarski, 1997). Poczatkowo
uwazano, ze zjawisko to nie odgrywa istotnej roli w generowaniu zmienno$ci HCV,
poniewaz — w przeciwienstwie do wirusa HIV — wystgpowanie rekombinantow
wydawato si¢ by¢ bardzo rzadkie (Viazov et al., 2000). Poglad taki utrzymywat si¢
takze dlatego, ze proby skonstruowania w warunkach laboratoryjnych funkcjonalnych
chimerycznych replikonéw la/lb wykazaty, ze polaczenie dwoch réznych genomow
nie moze nastapi¢ w dowolnym miejscu (Gates et al., 2004). W ostatnich latach
scharakteryzowano jednakze szereg naturalnie wystegpujacych rekombinantéw, zar6wno
powstatych podczas rekombinacji w obrgbie roznych genotypow, jak i tego samego
podtypu (Kageyama et al., 2006; Kalinina et al., 2002; Legrand-Abravanel et al., 2007;
Sentandreu et al., 2008), co sugeruje, ze dalsze badania moga wkrotce doprowadzi¢ do

okreslenia rzeczywistego wptywu rekombinacji na zmienno$s¢ HCV.

1.2.3 Metody analizy struktury quasi-gatunku HCV

Ze wzgledu na niski poziom akumulacji HCV w surowicy, niemozliwa jest
bezposrednia analiza wariantdéw tworzacych quasi-gatunek, tak jak zostato to zrobione
chociazby w przypadku faga QB (Domingo et al., 1978). Niezaleznie wigc od wyboru
ostatecznej metody badawczej, pierwszym etapem jest zawsze odwrotna transkrypcja
1 amplifikacja powstatego cDNA (ang. reverse transcription — polymerase chain
reaction, RT-PCR). W rezultacie, ogromna wigkszo$¢ stosowanych obecnie podejs$¢
polega w rzeczywisto$ci na badaniu populacji czasteczek DNA, odpowiadajacych
wybranym fragmentom genomu HCV. Ponadto, najczesciej analizie poddaje si¢ jedynie
warianty obecne w niewielkiej probce surowicy, pobieranej od pacjenta podczas
standardowego badania krwi. Jednoczes$nie nalezy pamigtac, iz moga wystapi¢ roznice
w sekwencjach genomdéw czastek wirusowych izolowanych z  surowicy,
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej czy watroby (Maggi et al., 1997). Biorac
pod uwage powyzsze ograniczenia nalezatoby przyjac, ze wykrywane sa tylko warianty
wirusowe wystgpujace w populacji w przewazajacej liczbie (Gomez et al., 1999).

Pierwsza zastosowana metoda analizy populacji HCV byto klonowanie
i sekwencjonowanie produktow reakcji RT-PCR, w ktéorej namnozono DNA,

odpowiadajace rejonom S5’UTR 1 NS3. Sekwencjonowaniu poddano od 6 do 20
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niezaleznych klonow, z ktérych kazdy reprezentowal pojedynczy genom wirusowy
(Martell ef al., 1992). Analogiczne podejscie byto uzywane wielokrotnie (Booth et al.,
1998; Chambers et al., 2005; Farci et al., 2002; Ueda et al., 2004), takze w analizie
DNA, odpowiadajacych niemal petnej dlugosci czasteczkom genomowym HCV (Xu et
al., 2008). Metoda wykorzystujaca sekwencjonowanie jest czasochtonna, jednakze jest
tez jedyna, ktora oprocz danych na temat poziomu zréznicowania populacji wirusowej,
dostarcza takze informacji o sekwencji reprezentujacych ja wariantow. Kluczowym
elementem, ktory nalezy wzia¢ pod uwagg stosujac podejscie tego typu, jest liczba
analizowanych klonéw. Naturalnie, z sekwencjonowaniem tylko jednego klonu
zwiagzane jest znaczne prawdopodobienstwo poznania wariantu wystepujacego
najczesciej. Analiza wigkszej liczby klondéw, najcze$ciej 20, zapewnia wykrycie
wariantow majacych mniejszy udziat w populacji. Zazwyczaj quasi-gatunek wirusowy
sklada si¢ z wigcej niz jednego dominanta i1 szerokiego spektrum wariantow
towarzyszacych. Na podstawie dotychczasowych doswiadczen mozna sadzi¢, ze
podejscie wykorzystujace klonowanie witasciwie charakteryzuje populacje wirusowa
(Gomez et al., 1999).

Aby oszacowaé zroznicowanie populacji, mozna zamiast sekwencjonowania
zastosowa¢ metody bazujace na rozdziale elektroforetycznym. Plazmidy, do ktoérych
wprowadzono dwuniciowy DNA odpowiadajacy wirusowym RNA wykorzystuje si¢
jako matryce w reakcjach PCR. Nastgpnie, poszczegoélne produkty uwidacznia sig
rozdzielajac je w zelu. Jedna z takich technik jest analiza polimorfizmu konformacji
jednoniciowych DNA (ang. single-strand conformation polymorphism, SSCP), w ktorej
zdenaturowane czasteczki poddaje si¢ rozdzialowi elektroforetycznemu w warunkach
natywnych (Pawlotsky et al., 1998a; Pawlotsky et al., 1998b; Toyoda et al., 1997b).
Czasteczki o odmiennych sekwencjach przyjmuja wowczas rézne konformacje
1w rezultacie wykazuja rozne predkosci przemieszczania si¢ w zelu, dzigki czemu
mozna okresli¢, ile wariantow wystgpuje w badanym zestawie klondéw. Alternatywna
metoda jest rozdzial produktow PCR, w zZelu zawierajacym gradient czynnika
denaturujacego (ang. denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE) (Harris 1 Teo,
2001).

Etap klonowania pomijany jest w podejsciu wykorzystujacym elektroforetyczna
analiz¢ migracji heteroduplekséw (ang. heteroduplex mobility assay, HMA).
W metodzie tej, znakowana sond¢ poddaje si¢ hybrydyzacji z DNA powstalym

w wyniku reakcji RT-PCR na matrycy wirusowej czasteczki genomowej (Sullivan et
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al., 1998). Reakcja kontrolna jest proba, zawierajaca czasteczki w pehi
komplementarne do sondy i tym samym tworzace z nia tzw. homodupleksy. Nastgpnie
prowadzi si¢ elektroforetyczny rozdziat prob w warunkach natywnych, podczas ktorego
najszybsze tempo migracji wykazuja homodupleksy. Wsrod heterodupleksow
najszybciej migruja te, ktére =zawieraja czasteczki o najwigkszym stopniu
komplementarnosci do sondy. Poczatkowo postulowano, ze odlegtosci w zelu pomigdzy
homo- a heterodupleksami sa proporcjonalne do liczby réznic w ich sekwencjach
nukleotydowych, wykazano jednak, Zze jest to pewne uproszczenie. Ponadto
w przypadku metod wykorzystujacych elektroforeze, utrudnione jest rozroznienie
wariantow zawierajacych mutacje synonimiczne od tych, posiadajacych zmiany
wptywajace na sekwencj¢ kodowanego biatka.

Bardzo czgsto koncowym etapem analizy quasi-gatunku HCV za pomoca
technik elektroforetycznych jest sekwencjonowanie, przy czym zwykle sekwencjonuje
si¢ ograniczong liczbe wybranych klonow, dla ktorych otrzymano rézny uktad prazkow.
Podstawowa wada ograniczajaca szerokie zastosowanie tego typu metod jest
konieczno$¢ opracowania i utrzymania S$ci§le powtarzalnych warunkéw rozdziatu
elektroforetycznego. Dotyczy to zwlaszcza temperatury i wartosci pH. Wydaje sig
zatem, ze wykorzystanie technik elektroforetycznych bedzie stopniowo malato,
szczegollnie w obliczu szybkiego rozwoju masowych metod sekwencjonowania.

W ostatnich latach zaproponowano nowa catkowicie odmienng strategi¢ analizy
struktury quasi-gatunku HCV, bazujaca na spektrometrii mas (Ayers et al., 2002; Yea et
al., 2007). W reakcji RT-PCR tworzone sa amplikony, ktore w kolejnym etapie sa
wprowadzane do lizatu z retikulocytow krolika, gdzie ulegaja transkrypcji, a nastgpnie
translacji in vitro. Powstajace peptydy poddawane sa izolacji oraz analizie mas
w spektrometrze MALDI-TOF (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization — time
of flight). Jak oceniaja autorzy, czulo$¢ tej procedury jest poréwnywalna do
sekwencjonowania 20 niezaleznych klonéw 1 wumozliwia wykrycie wariantu
stanowiacego 5% populacji wirusowej (Yea et al., 2007).

Poznanie sekwencji nukleotydowej wariantow tworzacych quasi-gatunek to
jedynie wstepny etap analizy struktury populacji wirusowej (Domingo et al., 2006;
Gomez et al., 1999). Podstawowym parametrem stosowanym w jej opisie jest zlozono$¢
quasi-gatunku (ang. quasispecies complexity). Okreslenie stopnia ztozonos$ci populacji
wirusowej obejmuje obliczenie udziatu poszczegdlnych wariantow w populacji oraz

wyznaczenie poziomu ich wzajemnego zrdznicowania. Poczatkowa faza analizy polega
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na zestawieniu 1 pordéwnaniu otrzymanych sekwencji wariantow [rysunek 1.7].
W rezultacie okreslona zostaje liczba réznych wariantow w zbiorze. Nastgpnie, czgsto$¢
wystgpowania danego wariantu moze by¢ wyrazona za pomoca wartosci liczbowe;j,
okreslajacej, ile razy czasteczka o tej samej sekwencji zostata zidentyfikowana wsrod
badanych klonéw. Alternatywnym sposobem wyrazenia proporcji réznych sekwencji
w spektrum wariantow jest zastosowanie miary matematycznej, zwanej entropia
Shannona. Uwzglednia ona prawdopodobienstwo pojawienia si¢ roznych wariantow
w okreslonym punkcie czasowym (Cabot et al, 2000). Poziom zrdéznicowania
wariantow przedstawia si¢ za pomoca odlegtosci Hamminga. Miara ta jest definiowana
jako liczba mutacji, rozniaca dwie sekwencje. Srednia warto$¢ tego parametru,
uzyskana wskutek poroéwnania wszystkich mozliwych par wariantow reprezentujacych
quasi-gatunek, odzwierciedla poziom jego zrdéznicowania. Niektdre analizy maja na
celu wustalenie tylko jednej sekwencji nukleotydowej Iub aminokwasowe;,
reprezentujacej dana populacje¢ wirusowa. W tym celu tworzy si¢ tzw. sekwencj¢
zgodna (ang. consensus sequence), powstala w nastgpstwie poréwnania wszystkich
wariantoéw 1 wyodrgbnienia nukleotydéw czy reszt aminokwasowych, ktore przewazaja
w danej pozycji [rysunek 1.7]. Powstala w ten sposob usredniona sekwencja
charakteryzuje dana populacjg¢, chociaz w rzeczywisto§ci moze w niej nie wystgpowac

(Domingo et al., 2006; Gomez et al., 1999).
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numer sekwencja numer udziat wariaqtu
klonu wariantu w populacji
1 RTHVT DVAQTTARVASFFALGPKQN
2
K I I T I S RN T
Y B
B s iisie s e v w s sases e 1 8/20 (40%)
6 ....................
r A
- A R A S
= S S.
o I S...... 2 4/20 (20%)
11 st e et e e s s oo a s oo a S......
T 2 S
13« -« - - T - S | 3 1/20 (5%)
7 I - T. | 1/20 (5%)
15 « v v e v vt s e e e e .L.S. | 5 1/20 (5%)
16 »+voo--Govn LT L.
17 - oo .G LT ‘
6 4/20 (20%)
18 .......G...... LT L
19 .......G...... LT L.
20 T......G...... .L.T. | 7 1/20 (5%)

rTHVTGCAvAQTTArVASEfFaLGPKQON sekwencja zgodna (ang. consensus sequence)

Rysunek I.7. Schemat analizy wybranych parametréow quasi-gatunku HCV.

Na rysunku przedstawiono sekwencje aminokwasowe rejonu HVR1 20 klonéw, reprezentujacych
przyktadowy quasi-gatunek HCV. Kropkami oznaczono reszty aminokwasowe niezmienione w stosunku do
klonu numer 1. Klony o identycznej sekwencji reprezentuja pojedynczy wariant. W przyktadowej
populacji zidentyfikowano 7 wariantéow, stanowiacych od 5 do 40% badanej proby. Skonstruowano
rowniez sekwencje zgodna, ktéra w analizowanym przypadku jest identyczna z sekwencja
najpowszechniej wystepujacego wariantu. W obrebie sekwencji zgodnej, wielkimi literami oznaczono
reszty aminokwasowe identyczne dla wszystkich 20 klondéw.

.3 Zakazenia HCV i ich terapia

I.3.1 Przebieg zakazenia

Wirus zapalenia watroby typu C nalezy do najbardziej rozpowszechnionych
patogendw cztowieka. Zakazenie tym wirusem jest istotng przyczyna choréb watroby,
w tym: ostrego zapalenia (20% przypadkow zachorowan w Europie oraz Ameryce
Potnocnej), przewleklego zapalenia (70%), marskosci (40%) 1 pierwotnego raka
watrobowokomorkowego (60%). Ponadto, okoto 30% wskazan do transplantacji
watroby spowodowane jest jej nieodwracalnym uszkodzeniem, bedacym nastgpstwem
zakazenia HCV (Castellano, 2000).

Infekcja HCV nastgpuje przez kontakt z zakazona krwia. Przed wdrozeniem
standardowych badan na obecno$¢ wirusa, najczesciej do zakazenia dochodzito podczas
transfuzji krwi czy podawania preparatow krwiopochodnych, oraz stosowania
niesterylnego sprz¢tu medycznego w trakcie szczepien, operacji chirurgicznych, dializy

lub endoskopii. Obecnie w krajach wysokorozwinigtych te przyczyny zostaty w duzej
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czesci wyeliminowane, a gltéwna droga zakazenia HCV stato si¢ dozylne podawanie
narkotykéw za pomoca niesterylnych igiel. Rzadziej do infekcji moze dojs¢ poprzez
kontakty seksualne lub wskutek przeniesienia wirusa z matki na dziecko w ciazy i
okresie okotoporodowym (Castellano, 2000; Chen i Morgan, 2006).

Poczatkowy etap zakazenia HCV, tzw. ostre zapalenie watroby (ang. acute
hepatitis C), jest u przewazajacej liczby osdb bezobjawowe, co praktycznie wyklucza
wczesng diagnozg. Zwykle okres inkubacji wirusa wynosi od 3 do 20 tygodni
(przecigtnie 7). Zachodzi wowczas replikacja HCV w watrobie, prowadzaca do nekrozy
komoérek watrobowych 1 powstania stanu zapalnego. Wraz z jego nasilaniem sig,
w ciggu pierwszych 2-8 tygodni, nastgpuje podwyzszenie poziomu aktywnosci
aminotransferazy alaninowej (AIAT) w surowicy. Jednocze$nie, w pierwszym lub
drugim tygodniu, mozliwe jest ujawnienie w surowicy obecno$ci wirusowego RNA
(Castellano, 2000). Okoto 1-1,5 dnia pdzniej identyfikuje si¢ antygen rdzeniowy HCV
(HCVAg), czyli biatkko C (Czepiel et al., 2008). Po uptywie okoto 1-3 miesiecy
wykrywa si¢ przeciwciata anty-HCV przy uzyciu testOw immunoenzymatycznych.
U 15-25% o0s6b dochodzi do wyeliminowania patogenu przed uptywem 6 miesigcy od
zakazenia. Obserwuje si¢ wtedy obnizenie aktywno$ci aminotransferazy alaninowe;j
w surowicy, a RNA wirusowy staje si¢ niewykrywalny. Do tej pory nie poznano
doktadnie mechanizméw odpowiedzialnych za to zjawisko i1 nie wyjasniono, dlaczego
zachodzi tylko u niektorych zakazonych (Castellano, 2000). W przypadku wigkszosci,
infekcja HCV nabiera trwatego charakteru i prowadzi do rozwoju przewleklego
zapalenia watroby (ang. chronic hepatitis C, CHC). Na podstawie wieloletnich
obserwacji zidentyfikowano kilka czynnikow, zwigkszajacych prawdopodobienstwo
wystapienia przewlektej infekcji. Naleza do nich: wiek w chwili zakazenia (powyzej 25.
roku zycia), ple¢ meska, rasa czarna, brak objawéw w przebiegu fazy ostrej,
rownoczesne zakazenie wirusem HIV, czy poddanie immunosupresji (Chen i Morgan,
2006). Oprocz tych uwarunkowan, postuluje si¢ takze, Ze istotne znaczenie moze mie¢
genotyp wirusa. Samoistna eliminacja patogenu podczas zakazenia HCV-1b jest
bowiem rzadsza, anizeli w przypadku innych genotypéw (Amoroso et al., 1998).
Stopien zaawansowania przewleklego zapalenia watroby ocenia si¢ na podstawie
analizy histopatologicznej wycinka narzadu, pobranego podczas biopsji. Okreslana jest
wowczas aktywno$¢ zapalna i nasilenie widknienia. W rezultacie, mozna wyodrgbni¢
pacjentéw, dla ktoérych prawdopodobienstwo postepujacego uszkodzenia watroby

1 wystapienia marskosci jest niewielkie. Jest to grupa okoto 25-30% os6b o niewielkich
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zmianach zapalnych oraz nieznacznym wioknieniu 1 jednocze$nie z poziomem
aktywnosci AIAT nieprzekraczajacym normy. U pacjentdéw z podwyzszonym
poziomem aktywno$ci aminotransferazy, najczgsciej rozwija si¢ marskos¢ watroby. Co
ciekawe, okres od zakazenia do jej wystapienia jest bardzo zroznicowany, stad obecnie
mowi si¢ o trzech grupach pacjentow: z szybkim (5-10 lat), umiarkowanym (11-30 lat)
1 wolnym (powyzej 30 lat) tempem rozwoju marskos$ci. Szacuje sig, ze w rzeczywistosci
dochodzi do niej u 20-30% pacjentdw. W przypadku pojawienia si¢ marskosci watroby,
zdecydowanie wzrasta ryzyko niewydolnosci tego narzadu i, w konsekwencji,
wystapienia dodatkowych schorzen. Jej nastgpstwem moze by¢ rowniez pierwotny rak
watrobowokomorkowy. Powstale w ten sposob zniszczenia watroby sa nieodwracalne,
ajedynym sposobem leczenia w takich przypadkach pozostaje transplantacja.
Przewlekte zakazenie HCV jest ponadto przyczyna chorob pozawatrobowych, z ktérych
najczesciej wystepuje krioglobulinemia, polegajaca na produkcji 1 akumulacji
w roznych organach nieprawidtowych komplekséw immunoglobulin. Skutkiem infekcji
HCV moga tez by¢ m.in.: zapalenie kigbuszkow nerkowych, choroby skory,
autoimmunologiczne zapalenie tarczycy oraz przypuszczalnie rozwoj niektorych

chtoniakow (Castellano, 2000; Chen i Morgan, 2006).

1.3.2 Odpowiedz immunologiczna

Podczas zakazenia HCV, dochodzi do indukcji zardowno odpowiedzi humoralne;,
jak 1 komoérkowej. Uktad immunologiczny wywiera presje selekcyjna na patogen,
o czym $wiadcza znacznie mniejsze zmiany w strukturze quasi-gatunku wirusowego
u pacjentéw z uposledzonym dziataniem systemu odpornosciowego (Booth et al., 1998;
Toyoda et al., 1997a). Pierwsza linia obrony organizmu przed zakazeniem HCV jest
aktywacja niespecyficznej odpowiedzi, zwiazanej z dziataniem interferonu [por.: 1.3.3]
czy komoérek NK 1 NKT (ang. natural killer 1 natural killer T cells). Wyniki badan
przeprowadzonych na szympansach wskazuja, ze ich aktywno$¢ umozliwia eliminacje
wirusa pod nieobecno$¢ specyficznej wobec HCV odpowiedzi angazujacej limfocyty T.
Niestety, jednocze$nie ich funkcjonowanie zwigzane jest z produkcja cytokin typu Thl,
warunkujacych powstanie stanu zapalnego, czego rezultatem jest uszkodzenie watroby.
Bardzo istotnym momentem podczas infekcji HCV jest wytworzenie przeciwciat
skierowanych specyficznie przeciwko strukturalnym i niestrukturalnym biatkom tego
wirusa. Udziat immunoglobulin w zwalczaniu zakazenia jest nadal przedmiotem

intensywnych badan. Podstawowym celem przeciwcial neutralizujacych jest rejon
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HVRI1, zlokalizowany w obrgbie biatka E2 (Gremion i Cerny, 2005; Kaplan et al.,
2003). Doswiadczenia przeprowadzone na szympansach wykazaly, ze przeciwciala
skierowane przeciwko temu rejonowi sa zdolne do zapobiegania zakazeniu
homologicznym szczepem wirusa (Farci et al., 1996). O ile jednak poczatkowo
sadzono, ze przeciwciata anty-HVRI1 sa specyficzne wobec konkretnego szczepu, o tyle
obecnie uwaza sig, ze wsrod nich istnieja rowniez takie, wykazujace zdolnos$¢ do reakcji
krzyzowej z niehomologicznym bialkiem E2. Co ciekawe, zarowno pierwsze jak
1 drugie immunoglobuliny moga by¢ jednocze$nie obecne w surowicy pacjenta (Kaplan
et al., 2003; Mondelli et al.,, 1999). Dokladne analizy epitopéw umiejscowionych
w obrebie HVR1 dowiodly, ze przeciwciata zdolne do reakcji krzyzowej skierowane sa
na bardziej zachowawczy fragment tego rejonu, obejmujacy jego koniec karboksylowy.
Roéwnoczesnie jednak z obserwacji klinicznych wiadomo, ze obecno$¢ przeciwcial nie
zapobiega ani kolejnemu zakazeniu (Lai et al., 1994), ani przewleklej infekcji, co rodzi
pytanie o efektywno$¢ odpowiedzi humoralne;.

Udziat odpowiedzi komodrkowej jest szczegdlnie istotny podczas ostrego
zapalenia watroby, a samoistna eliminacja wirusa na tym etapie jest zwiazana z silng
reakcja limfocytow T CD4" i CD8'. Komoérki pamigci, CD4", umozliwiaja rowniez
cze$ciowa ochrone przed kolejnym zakazeniem. Limfocyty CD8" produkuja cytokiny
przeciwwirusowe oraz, wykazujac aktywno$¢ cytotoksyczna, usuwaja zakazone
komorki. Efektem dzialania obu typow limfocytéw jest ograniczenie rozprzestrzeniania
si¢ wirusa. Stosownie do tego, spadek liczby limfocytow T CD4" i CD8" wywoluje
wzrost poziomu RNA HCV w surowicy. Jednoczesnie jednak, aktywnos$¢ limfocytow
jest zwiazana z powstawaniem stanu zapalnego, powodujacego uszkodzenia watroby.

Do tej pory nie wyjasniono w pelni, dlaczego wirus jest zdolny przetrwaé
w organizmie, pomimo odpowiedzi immunologicznej. Istnieje wiele hipotez,
probujacych tlumaczy¢ to zjawisko. Wedlug jednej z nich, istotna role odgrywa
polimorfizm genetyczny HCV 1 wynikajaca z niego zdolno$¢ tworzenia wariantow
przystosowanych do unikania zaréwno humoralnej, jak i komoérkowej odpowiedzi
immunologicznej. Inna hipoteza sugeruje, iz reakcja odpornosciowa jest iloSciowo
niewystarczajaca do zwalczenia wirusa, poniewaz charakteryzuje si¢ on bardzo
wysokim potencjalem replikacyjnym. Réwnoczesnie antygeny HCV akumuluja sig
W nizszym st¢zeniu niz np. wirusa zapalenia watroby typu B. Ponadto, wystgpowanie
wirionow w kompleksach z lipoproteinami moze maskowaé antygeny powierzchniowe

1 utrudnia¢ ich efektywne wykrywanie przez przeciwciata. Prowadzi to takze do
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ostabienia odpowiedzi komorkowej, poniewaz niewielkie stgzenie antygenu negatywnie
wplywa na proces jego prezentacji, a takze aktywacje i proliferacj¢ limfocytow T.
Dodatkowo zaproponowano, ze wirusowe biatka strukturalne, C i E2, maja wlasciwosci
immunosupresyjne, zaburzajac, odpowiednio, aktywacj¢ limfocytow T 1 funkcje
komorek NK (Gremion i Cerny, 2005). W ostatnich latach postulowano rowniez, ze
oddziatywanie E2 z receptorem CD81 limfocytow B wplywa na proces produkcji
przeciwcial 1 prowadzi do zmniejszenia ich powinowactwa do biatka E2 (Machida et

al., 2008).

1.3.3 Terapia

Poniewaz zakazenie HCV we wczesnej fazie jest najcze$ciej niemozliwe do
zdiagnozowania, terapi¢ podejmuje si¢ na etapie przewleklego zapalenia watroby.
Pierwszym preparatem uzywanym w jego leczeniu byl interferon-a (Carithers i
Emerson, 1997; Hoofnagle et al., 1986), zatwierdzony do stosowania w Stanach
Zjednoczonych i Europie na poczatku lat 90. ubieglego wieku (McHutchinson i
Hoofnagle, 2000). Skutecznos$¢ tego leczenia wynosita 10-20%, przy czym czgsto po
jego zakonczeniu odnotowywano ponowny wzrost poziomu RNA HCV w surowicy
(Carithers 1 Emerson, 1997). W kolejnych latach wykazano, ze wtaczenie kolejnego
zwiazku, rybawiryny, w znaczacy sposob podnosi efektywnos$¢ leczenia (McHutchison
et al, 1998; Poynard et al, 1998). Mimo to, skuteczno$¢ terapii skojarzonej
(interferon-a i rybawiryna) u pacjentéw zakazonych HCV wynosi 31-64%, zaleznie od
genotypu wirusa (Poynard et al., 1998). W ostatnich latach interferon-a zastapiono jego
modyfikowana pochodna, zawierajaca grupy glikolu polietylenowego, co pozwolito
wydtuzy¢ okres pottrwania leku w organizmie pacjenta, tym samym zwigkszajac
efektywnos¢ leczenia do 42-82%, w zaleznosci od genotypu wirusa (Fried et al., 2002;
Manns et al., 2001; Pearlman, 2004).

Interferon (IFN) jest biatkiem pelniacym kluczowa role¢ we wrodzonej
odpowiedzi przeciwwirusowej organizmu (Sen, 2001). Sposrod kilku rodzajow
interferonéw, w terapii przeciwko HCV uzywany jest rekombinowany interferon-a
(02a, a2b) 1 interferon naturalny. Dzialanie przeciwwirusowe interferonu nie jest
skierowane specyficznie przeciwko konkretnemu czynnikowi infekcyjnemu. IFN-a
uruchamia szlak transdukcji sygnatu, prowadzacy do indukcji ekspresji setek gendw.
Wsréd nich najwigksza grupe stanowia geny, ktoérych produkty uczestnicza

w sygnalizacji komorkowej. Aktywowane sa rowniez geny warunkujace mechanizmy
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obronne, modulacj¢ ukladu immunologicznego, odczyny zapalne, apoptoze, adhezje
komorek, a takze translacje i metabolizm biatek (de Veer et al, 2001). Egzogenny
interferon podawany w przewleklym zapaleniu watroby petni identyczne funkcje, a ze
wzgledu na wyzsze stezenie, przejawia wyzsza efektywno$¢ niz jego odpowiednik
produkowany w organizmie pacjenta. Najprawdopodobniej wptywa hamujaco na
translacje (za posrednictwem opisanej wczesniej kinazy PKR), a takze powoduje
degradacj¢ wirusowego RNA (aktywacja rybonukleazy L). Interferon stymuluje
réwniez proliferacj¢ limfocytow T, dojrzewanie komodrek dendrytycznych oraz
aktywacje komoérek NK (Feld i Hoofnagle, 2005).

Rybawiryna jest analogiem purynowym [rysunek I.8A], ktorego wlasciwosci
przeciwwirusowe sa znane od lat 70. XX wieku, chociaz mechanizm dziatania w terapii

przewleklego zapalenia watroby pozostaje do ustalenia.
A B

rybawiryna urydyna

R = ryboza

Rysunek 1.8. Struktura rybawiryny.

(A) Rybawiryna jest purynowym analogiem nukleozydowym (1-8-D-rybofuranozylo-1,2,4-triazolo-3-
-karboksyamid). (B) Dzieki rotacji grupy karboksyamidowej, pseudozasada rybawiryny moze tworzyc
wigzania wodorowe z czescia zasadowa zarowno cytydyny, jak i urydyny.

Obecnie postuluje si¢ istnienie czterech mozliwych sposoboéw jej dziatania.
Pierwszy obejmuje wplyw na wzmocnienie komdrkowej odpowiedzi immunologicznej,
przez indukcje zmiany fenotypu limfocytéw CD4" z Th2 na Thl. Zmiana ta prowadzi
do aktywacji mechanizmow prowadzacych do lizy zakazonych komorek, jednoczesnie
ostabia proces rdéznicowania limfocytéw B, a przez to produkcj¢ przeciwcial. Drugi

sposob to inhibicja dehydrogenazy monofosforanu inozyny (IMPDH), kluczowego
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komorkowego enzymu szlaku syntezy trifosforanu guanozyny (GTP). Monofosforan
rybawiryny jest silnym inhibitorem kompetycyjnym tego enzymu, wspotzawodniczac
0 miejsce wigzania z jego wtasciwym substratem — monofosforanem inozyny. Obecno$¢
rybawiryny wplywa zatem negatywnie na przebieg syntezy GTP i prowadzi do
zmniejszenia jego puli w komorce. Poniewaz w trakcie intensywnej replikacji wirusa
zapotrzebowanie na trifosforany nukleozydow jest bardzo duze, sugerowano, ze spadek
poziomu GTP zaburza ten proces (Parker, 2005). Zaproponowano nawet, ze inhibicja
IMPDH jest gléwnym mechanizmem dziatania rybawiryny wobec wybranych wirusow
z rodziny Flaviviridae i Paramyxoviridae (Leyssen et al., 2005). Do tej pory nie
wyjasniono jednak, na ile spadek poziomu GTP obniza efektywnos¢ replikacji HCV.
Trzecim postulowanym sposobem dziatania rybawiryny jest inhibicja polimeraz
wirusowych, w tym takze biatka NS5B HCV. Rybawiryna ulega bowiem w komorce
fosforylacji do trifosforanu 1 jest rozpoznawana przez polimeraz¢ jako substrat.
Stwierdzono, ze rybawiryna jest wlaczana do nowo syntetyzowanej nici RNA
naprzeciwko cytydyny lub urydyny i moze powodowaé zablokowanie elongacji.
Poniewaz jednak posiada ona grupg 3’ hydroksylowa, mozliwe jest utworzenie
klasycznego wiazania fosfodiestrowego z kolejnym nukleotydem. Oznacza to, iz
zahamowanie syntezy nici potomnej nie ma charakteru terminacji, typowej chociazby
dla leku anty-HIV, azydotymidyny. Badania in vitro wykazaty, ze polimeraza HCV jest
zdolna do wydluzania syntetyzowanej nici ponizej miejsca wilaczenia rybawiryny.
Mimo to, w warunkach niskiego st¢zenia GTP, ilo§¢ produktu petnej dtugosci spadata
1jednoczesnie pojawiaty si¢ produkty krotsze od spodziewanych. Wykazano, ze
w takich warunkach dochodzi do zatrzymania kompleksu replikacyjnego. Podanie GTP
w znacznym stopniu, cho¢ niecatkowicie, znositlo obserwowany efekt. Najistotniejsza
dla wyjasnienia wplywu rybawiryny na obnizenie poziomu replikacji jest jednak inna
obserwacja. Stwierdzono, ze podczas kopiowania matrycy zawierajacej rybawiryng,
naprzeciwko niej wlaczany jest monofosforan nukleozydu pirymidynowego.
Efektywnos$¢ katalityczna tej reakcji jest jednakze 200-3000 razy nizsza anizeli
wbudowanie nukleotydu naprzeciwko typowej puryny. W rezultacie, wydajnosé¢
syntezy RNA na bazie takiej czasteczki matrycowej znacznie spada (Vo et al., 2003).
Mimo ze inhibicja polimerazy doskonale koresponduje z przeciwwirusowym
dzialaniem rybawiryny, nalezy sadzi¢, iz nie jest to podstawowy mechanizm jej
dziatania in vivo. Okazuje si¢ bowiem, ze wyrazny efekt inhibicji pojawia si¢ przy

wzglednie wysokich stezeniach analogu nukleozydu, okoto 5-15 krotnie
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przewyzszajacych stgzenie osiggane w zastosowaniach klinicznych. W rezultacie,
proponowany jest czwarty sposob dziatania rybawiryny. Jak juz wspomniano, moze ona
tworzy¢ pary zasad z cytozyna i uracylem [rysunek 1.8B]. Wiaczenie jej do wirusowego
RNA moze zatem wywotaé efekt mutagenny, przyczyniajac si¢ do powstania tranzycji
A—>G i G—>A. W s$wietle danych na temat quasi-gatunku mozna przypuszczaé, iz
dziatanie rybawiryny prowadzi do nadmiernego nagromadzenia mutacji i zakldcenia
rOwnowagi populacji wirusowej oraz jej wyginigcia. Poniewaz udowodniono
mutagenny efekt rybawiryny wobec wirusa polio (Crotty et al., 2001), zaproponowano,
ze dziala ona analogicznie w przypadku HCV. Hipotezg t¢ potwierdzaja obserwacje, iz
pod wplywem rybawiryny wzrasta czgstosci mutacji w liniach komorkowych,
zawierajacych pelnej dtugosci replikon HCV (Contreras et al., 2002). Kolejne badania
przyniosly jednak sprzeczne wyniki — potwierdzajace (Asahina et al., 2005), badz
podajace w watpliwos¢ mutagenng aktywnos$¢ rybawiryny u pacjentéw (Chevaliez et
al., 2007) Argumentowano, ze zbyt niskie stgzenie analogu nukleozydu w surowicy
wyklucza taki efekt (Chevaliez et al., 2007). Z drugiej strony, mozna spekulowac, iz
inhibicja IMPDH 1 wynikajace z niej obnizenie poziomu GTP moze zwigkszac¢
prawdopodobienstwo  wlaczania monofosforanu rybawiryny podczas duzego
zapotrzebowania na nukleotydy w trakcie intensywnej replikacji HCV. Przypuszczenie
to wspiera obserwacja poczyniona wobec wirusa GBV-B. W obecnos$ci rybawiryny
wirus ten wykazywal obnizona infekcyjno$¢, lecz efekt ten czgsciowo znosito podanie
GTP (Lanford et al., 2001). Pomimo licznych badan, kwestia mechanizmu dziatania
rybawiryny pozostaje zatem otwarta.

Terapia przeciwko HCV niesie ze soba mozliwos¢ eliminacji wirusa i remisji
choroby, albo przejSciowej poprawy stanu zdrowia pacjenta. Z jej stosowaniem
zwigzane sa jednak pewne ograniczenia. Dotycza one przede wszystkim powaznych
dziatan niepozadanych, obejmujacych, nawet zaburzenia ze strony osrodkowego uktadu
nerwowego, takie jak: depresja, zmiany zachowania czy zaburzenia psychiczne. Biorac
pod uwage powyzsze dane oraz fakt, ze przewlekte zapalenie watroby nie musi
prowadzi¢ do cigzkich uszkodzen tego narzadu — zatem terapia nie zawsze jest
nieodzowna — wprowadzono kryteria, na podstawie ktoérych kwalifikuje si¢ pacjentow
do leczenia. Naleza do nich m.in.: utrzymujacy si¢ co najmniej 6 miesigcy
podwyzszony poziom aktywnosci aminotransferaz, obecno§¢ RNA HCV w surowicy,
czy histologiczne cechy przewlektego zapalenia watroby (wtdknienie lub stan zapalny

izmiany nekrotyczne). Celem stosowania zestawu kryteriow jest maksymalne
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zwigkszenie prawdopodobienstwa, ze leczeniu poddani zostana jedynie ci pacjenci,
u ktorych potencjalne korzysci plynace z terapii przewyzsza jej skutki uboczne
(McHutchinson i Hoofnagle, 2000).

Przyjete obecnie schematy terapii sa uzaleznione od genotypu wirusa, ktorym
zakazony jest pacjent. W przypadku HCV nalezacego do genotypu 1, leczenie trwa 48
tygodni, natomiast w przypadku genotypu 2 lub 3 — 24 tygodnie (Pearlman, 2004).
Przyktadowy schemat leczenia przedstawiono na rysunku [rysunek [.9]. Rodzaj
odpowiedzi pacjenta na leczenie okre§la si¢ na poziomie biochemicznym,
histologicznym i wirusologicznym. Pozytywna odpowiedz biochemiczna zwiazana jest
z powrotem poziomu aktywno$ci AIAT do wartosci mieszczacych si¢ w granicach
normy, odpowiedz histologiczna dotyczy poprawy stanu watroby, natomiast odpowiedz
wirusologiczna oznacza niewykrywalny poziom RNA wirusowego w surowicy. Rodzaj
odpowiedzi wirusologicznej oznacza si¢ na podstawie wynikow testu na obecnos¢ RNA
HCV w surowicy w okreslonych momentach terapii i obserwacji (Karnsakul et al.,

2009) [tabela 1.4].

punkt czasowy

TO pegylowany interferon + rybawiryna
(czas trwania terapii: 48 tygodni)

obnizenie poziomu RNA HCV
v o mniej niz 2 log IU/ml

badanie poziomu RNA HCV —————  zakoniczenie leczenia

T12

obnizenie poziomu RNA HCV
o 2 log IU/ml lub wigcej

kontynuacja leczenia

v RNA HCV wykrywalny

T24 badanie poziomu RNA HCY ————— >  zakonczenie leczenia

RNA HCV niewykrywalny

RNA HCV niewykrywalny
kontynuacja leczenia

v
kontynuacja leczenia

W
T48 > badanie poziomu RNA HCV

Rysunek 1.9. Schemat terapii skojarzonej pegylowanym interferonem i rybawiryna
w przewlektym zapaleniu watroby typu C, wywotanym przez HCV-1.

Leczenie pacjentdéw zakwalifikowanych do terapii rozpoczyna sie w momencie oznaczonym TO. Osoby,
u ktorych po 12 tygodniach trwania terapii RNA HCV jest niewykrywalny, leczone sa do 48. tygodnia.
U pacjentdéw, u ktorych w tym samym momencie spadek poziomu RNA HCV wynosi mniej niz 2 log IU/ml
w stosunku do wartosci wyjsciowej, leczenie jest przerywane. U pozostatych terapia jest kontynuowana
do 24. tygodnia. Wéwczas ponownie okresla sie poziom RNA HCV i przez kolejne 24 tygodnie kontynuuje
leczenie 0sdb z niewykrywalnym RNA HCV (Pearlman, 2004).
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Tabela I.4. Rodzaje odpowiedzi wirusologicznej na terapie skojarzona pegylowanym
interferonem i rybawiryna [wg Karnsakul et al., 2009]

Nazwa Definicja
trwala (ang. sustained) . E;Z\I))Vi}i/krywalny RNA HCV po 24 tygodniach od zakonczenia
szybka (ang. rapid) » Niewykrywalny RNA HCV (<50 IU/ml) w 4. tygodniu terapii.

+ Obnizenie poziomu RNA HCV o 2 log [U/ml Iub wigcej (badz

wezesna (ang. early) RNA HCV niewykrywalny) w 12. tygodniu terapii.

+ Obnizenie poziomu RNA HCV o 2 log IU/ml lub wigcej w 12.
czesciowa (ang. partial) tygodniu terapii, ale RNA HCV wykrywalny w 24. tygodniu
terapii.

brak (ang. null response) | *+ Obnizenie poziomu RNA HCV o mniej niz 2 log 1U/ml
w 12. tygodniu terapii.

przetom (ang. virological | * Spadek poziomu RNA HCV ponizej progu wykrywalno$ci
breakthrough) podczas terapii, po ktorym nastgpuje jego ponowny wzrost.

+ Wykrywalny RNA HCV po zakonczeniu leczenia u pacjenta,

nawrot (ang. relapse) u ktorego byt on ponizej progu wykrywalno$ci podczas terapii.

Osiagnigcie  trwatej] odpowiedzi  wirusologicznej jest istotnym czynnikiem,
prognostycznym 1 uwazanym za najlepsze kryterium oceny skuteczno$ci leczenia.
Trwajace 5 lub 10 lat po zakonczeniu monoterapii interferonowej badania kontrolne
dowiodly, ze 95% pacjentéw, u ktoérych wystapita trwata odpowiedz, nadal wykazuje
normalny poziom aktywnosci AIAT i brak RNA HCV w surowicy oraz popraw¢ obrazu
histologicznego watroby. Tymczasem u o0soéb, charakteryzujacych si¢ jedynie
pozytywna odpowiedzia biochemiczna, bez obnizenia poziomu RNA HCV, czgsto
notowano odnawiajace si¢ z uptywem czasu uszkodzenie watroby i jej powro6t do stanu
sprzed terapii (McHutchinson i Hoofnagle, 2000).

Roéwnoczesnie z udoskonalaniem metod leczenia przewlektego zapalenia
watroby typu C, poszukiwane sa czynniki pozytywnej prognozy terapii, obowiazujace
zarowno przed jej wdrozeniem, jak i w pierwszych tygodniach trwania. Wsrdd
proponowanych parametréw charakteryzujacych pacjenta znalazty si¢: (i) mtodszy wiek
(ponizej 40. roku zycia), (ii) pte¢ zenska, (iil) nizsza masa ciala (prawidtowa warto$¢
wspotczynnika BMI), (iv) rasa inna niz czarna, (v) brak stluszczenia, wtdknienia czy
marskosci  watroby, (vi) aktywno$¢ wewnatrzwatrobowych cytotoksycznych
limfocytow T specyficznych wobec HCV, (vii) brak jednoczesnego zakazenia innym
wirusem hepatotropowym badz HIV, (viii)) brak schorzen nerek 1 wukladu
sercowo-naczyniowego. Szansg¢ na korzystny wynik terapii zwigksza tez przestrzeganie
przez pacjenta zalecen dotyczacych dawkowania lekéw, rozumiane jako przyjecie
powyzej 80% naleznej dawki interferonu i1 rybawiryny, w wyznaczonym czasie (Feld i

Hoofnagle, 2005; Ferenci, 2004; Figlerowicz et al., 2005). Chociaz stwierdzono
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zalezno$¢ pomigdzy wymienionymi wyzej czynnikami a osiagnigciem przez pacjenta
trwatej odpowiedzi wirusologicznej, jest oczywiste, ze niektore z nich nie sa
specyficzne wylacznie dla zakazen HCV 1 moga jedynie warunkowa¢ Ilub
odzwierciedla¢ lepszy ogo6lny stan zdrowia organizmu. Wydaje si¢ zatem, ze sposrod
wielu badanych parametrow istotniejsze znaczenie maja te opisujace wirusa, takie jak
jego genotyp czy poziom replikacji. Bezspornym jest bowiem fakt, ze skuteczno$¢
terapii skojarzonej pegylowanym interferonem i rybawiryna jest lepsza u chorych
zakazonych HCV o genotypie innym niz 1 (wynosi 50-82%), podczas gdy w przypadku
genotypu 1 osiaga najwyzej 42% (Manns et al., 2001). Znalazlo to takze swoj wyraz
w stosowanych schematach terapeutycznych — leczenie infekcji HCV-2 lub HCV-3 trwa
o potowg krocej niz HCV-1 (Pearlman, 2004). Rownie istotny jest poziom akumulacji
wirusowego RNA w surowicy. Stwierdzono, iz prawdopodobienstwo trwatej
odpowiedzi wzrasta, gdy wiremia nie przekracza 2 milionéw kopii (800 000 IU) na
mililitr (Feld 1 Hoofnagle, 2005; Figlerowicz et al., 2005; McHutchinson i Hoofnagle,
2000). Od kilkunastu lat prowadzone sa takze badania, majace na celu okreslenie, czy
istnieje zwiazek pomigdzy struktura quasi-gatunku wirusowego przed leczeniem lub
w pierwszych tygodniach jego trwania, a odpowiedzia pacjenta na terapi¢. Poczatkowo
nie znaleziono takiej korelacji (Lopez-Labrador et al., 1999; Nakazawa et al., 1994;
Sandres et al., 2000). Stosunkowo niedawno zaproponowano jednak, ze drastyczny
spadek roznorodnosci genetycznej HCV wkrotce po wdrozeniu monoterapii
interferonowej jest czynnikiem decydujacym o wyeliminowaniu wirusa (Farci et al.,
2002). Podobne obserwacje poczyniono w odniesieniu do struktury populacji wirusowe;j
tuz przed rozpoczgciem terapii skojarzonej interferonem (badz jego pegylowana
pochodna) i rybawiryna. Stwierdzono bowiem, iz polimorfizm quasi-gatunku HCV jest
nizszy u osob, u ktéorych w rezultacie leczenia dochodzi do wyksztatcenia trwatej
odpowiedzi wirusologicznej (Moreau et al., 2008; Puig-Basagoiti et al., 2005; Ueda et
al., 2004). Z drugiej strony sugerowano, iz zalezno§¢ pomigdzy poziomem
zréznicowania populacji wirusowej a rezultatem leczenia moze dotyczy¢ tylko
wczesnej, nie za$§ trwalej, odpowiedzi wirusologicznej (Chambers et al., 2005).
W s$wietle tych niejednoznaczych doniesien wydaje si¢, ze na uzyskane wyniki wplywa
kilka czynnikow. W$rdd nich mozna wymieni¢ chociazby dobor rejonu genomu HCV,
ma podstawie ktorego badany jest poziom polimorfizmu, czy tez genotyp wirusa.
Zagadnienie zwiazku pomigdzy struktura populacji wirusowej a odpowiedzia pacjenta

na terapi¢ wymaga zatem dalszych analiz.
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Il Cel pracy

Pomimo niezwykle intensywnych badan prowadzonych w wielu krajach $wiata,
jak dotad nie opracowano skutecznych metod profilaktyki oraz terapii zakazen
wywotywanych przez HCV. Co wigcej, nie udato si¢ wyznaczy¢ jednoznacznych
korelacji pomigdzy parametrami charakteryzujacymi pacjentow a skutecznoscia
stosowanych terapeutykow. W zwiazku z tym zaproponowano, ze najistotniejszym
czynnikiem decydujacym o przebiegu infekcji 1 wynikach leczenia moga by¢
specyficzne cechy wirusa, w tym szczegélnie jego polimorfizm genetyczny.
Weryfikacja powyzszej hipotezy stala si¢ podstawowym celem niniejszej pracy. Aby go
osiagna¢ postanowiono zidentyfikowa¢ czynniki ksztattujace strukture populacji
wirusowej podczas przewleklego zapalenia watroby typu C. Dodatkowo proébowano
ustali¢, w jaki sposob zmienno$¢ wybranych rejondw genomu HCV wplywa na
patogennos¢ wirusa i jego odpornosé na stosowane leczenie.

Rozwiazanie tak sformutowanego problemu wymagato realizacji nastepujacych
zadan szczegotowych:

1. Okreslenia struktury populacji wirusowych wystgpujacych u pacjentéw o trzech

réznych typach odpowiedzi na terapi¢ przewlektego zapalenia watroby typu C.

2. Ustalenia, czy polimorfizm, a tym samym ksztalt populacji wirusowej,
warunkowany jest struktura RNA, czy raczej presja selekcyjna, wywierana na
biatka wirusowe.

3. Poznania mechanizméw indukujacych zmienno$é/zachowawczo$¢ populacji

HCV.

4. Zbadania, czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy struktura populacji wirusowej

a wynikiem leczenia.
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Il Materiaty i metody

lll.1 Materiaty

lll.1.1 Podstawowe odczynniki

BioShop: agar, BSA, chlorek magnezu (MgCl,), chlorek sodu (NaCl), cyjanian ksylenu,
dwuwodorofosforan sodu (NaH,PO,), glicerol, glicyna, glukoza,
izopropylotiogalaktozyd (IPTG), pepton, siarczan magnezu (MgSQO,), TBE, TBST, Tris,
wodorofosforan sodu (Na,HPO,), wyciag drozdzowy

BioRad: bibuty do transferu biatek Protean

Fermentas: inhibitor rybonukleaz RiboLock (40 U/ ul), cztery trifosforany
deoksyrybonukleozydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP 100 mM, dNTPs)

GE Healthcare: ztoze Superdex75 16/60 HiLoad

Millipore: filtry 10 kDa do zaggszczania biatek, filtry 0,22 um do sterylizacji
roztworow

New England Biolabs: ztoze amylozowe

Novagen: pozywka SOC

Pierce: membrana PVDF

Polskie Odczynniki Chemiczne: kwas octowy, etanol, metanol, sacharoza,
wodorotlenek sodu (NaOH)

Prona: agaroza

Qiagen: ztoze niklowe (Ni-NTA agaroza)

Roche: inhibitor proteaz Complete Mini EDTA-free Cocktail

Serva: 40% akrylamid:bisakrylamid 29:1 (akrylamid-bis), dodecylosiarczan sodu
(SDS), EDTA, Serva Blue R, TEMED,

Sigma-Aldrich: ampicylina, L-arabinoza, bentonit, bigkit bromofenolowy, bromek
etydyny (10 mg/ml), celit, chlorek potasu (KCI), chloroform, chloramfenikol,
DEAE-celuloza, dekstroza, dimetyloformamid (DMF), dimetylosulfotlenek (DMSO),

Ilekro¢ w pracy jest mowa o substancji o danym stezeniu procentowym, bez uscislenia rodzaju stg¢zenia,
nalezy to rozumie¢ jako roztwor tej substancji o st¢zeniu wagowo/objgtosciowym. W przypadku gdy nie
sprecyzowano rodzaju rozpuszczalnika, nalezy to rozumie¢ jako roztwor wodny. Przyktadowo,
stwierdzenie ,,45% glukoza” oznacza 45% wagowo/objetosciowy wodny roztwér glukozy. Podobnie,
,»0,1 M IPTG” oznacza 0,1 M wodny roztwor IPTG. C, — stgZzenie poczatkowe; Cy — steZenie koncowe;

v/v — stgzenie objgtosciowo/objetosciowe.
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ditiotreitol (DTT), fenol, kanamycyna, karbenicylina, lizozym, maltoza, MES,
nadsiarczan amonu (APS), octan amonu, octan sodu, rifampicyna, Tween 20,

wodorofosforan potasu (K,HPO,), X-Gal, preparat ludzkich immunoglobulin klasy IgG
I11.1.2 Bakterie

Tabela Ill.1. Stosowane szczepy bakteryjne

Opornos$¢ na

NLESTED antybiotyk

Wybrane cechy

E. coli DH50"

+ szczep ekspresyjny,
) + gen kodujacy polimeraze¢ RNA T7 pod
E.coli BL21(DE3)pLysS® chloramfenikol ~ promotorem lac,
+ gen kodujacy lizozym,
+ brak proteaz lon i ompT

+ szczep ekspresyjny (pochodna BL-21),
+ gen kodujacy polimerazg RNA T7 pod
romotorem lac,
E. coli Rosetta(DE3)pLysS" chloramfenikol ~ + I;en kodujacy lizozym,
+ geny kodujace tRNA dla szesciu
kodonow 0 niskiej czgstosci
wystepowania w E. coli

+ szczep ekspresyjny (pochodna BL-21),
+ gen kodujacy polimerazg RNA T7 pod
o ) ® kanamycyna, promotorem /ac,
E. coli Origami B(DE3)pLysS tetracyklina, + gen kodujacy lizozym,
chloramfenikol * mutacje w genach kodujacych
reduktazg tioredoksynowa
i glutationowa

. ™ + szczep ekspresyjny,
E. coli BL21-AI"" One Shot""” - + gen kodujacy polimeraz¢ RNA T7 pod
promotorem araBAD

. 4
E. coli TB1¥ streptomycyna  * szczep ekspresyjny

A. tumefaciens GV3101® rifampicyna -

M Gibco @ Novagen; @ Invitrogen; ¥ Generi Biotech; © IconGenetics
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ll1.1.3 Plazmidy

Tabela Ill.2. Stosowane plazmidy

Opornos¢ na

NEEEED antybiotyk

Wybrane cechy

pGEM®-T Easy" ampicylina

*

*

*

bakteryjny plazmid replikacyjny,

selekcja transformowanych komoérek na podstawie
testu a-komplementacji,

umozliwia bezposrednie klonowanie produktow
PCR,  zawierajacych  niesparowane  reszty
adenozynowe wystajace na koncach 3’

pUC18, puC19® ampicylina

bakteryjne plazmidy replikacyjne,
selekcja transformowanych komorek na podstawie
testu a-komplementacji

pET-11a® ampicylina

*

*

bakteryjny plazmid ekspresyjny,
promotor T7

pET-30 Ek/LIC® kanamycyna

*

*

*

*

bakteryjny plazmid ekspresyjny,

promotor T7,

sekwencja  kodujaca  znacznik  histydynowy
(HisTag) i SeTag oraz miejsce rozpoznawane przez
enterokinaze

umozliwia klonowanie niezalezne od ligacji

pMAL-c4EY ampicylina

*

*

*

bakteryjny plazmid ekspresyjny,

promotor tac,

gen kodujacy biatko wiazace maltozg (ang. maltose
binding protein, MBP) oraz sekwencja kodujaca
miejsce rozpoznawane przez enterokinaze,
umozliwia otrzymanie biatka fuzyjnego

pICH10990%
pICH7410®

pICH10570®
pICH10881%

karbenicylina
karbenicylina
karbenicylina

kanamycyna

*

system plazmidow do przej$ciowej ekspresji gendw
w tytoniu Nicotiana benthamiana

pB1TP3®
pB1TP5®
pMat-0"”

ampicylina

*

system plazmidow umozliwiajacy otrzymanie
genomowych czasteczek RNA wirusa mozaiki
stoktosy (ang. brome mosaic virus, BMV): RNA1,
RNA2 i zmodyfikowanego RNA3 na drodze
transkrypcji in vitro

promotor T7

M promega; @ Invitrogen; ® Novagen; ¥ New England Biolabs; © IconGenetics; © otrzymane od
prof. Jozefa Bujarskiego z Plant Molecular Biology Center and the Department of Biological Sciences,
Northern Illinois University, USA; " otrzymany w Zespole Wirusologii Molekularnej IChB PAN

49



Materiaty i metody

l1l.1.4 Startery

Startery byty syntetyzowane chemicznie w Pracowni Sekwencjonowania DNA

i Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN.

Tabela Ill.3. Uzyte startery

Nazwa Sekwencja zapisana w orientacji 5’ —3’
HVR-Z5 CAG(CT)T(AG)CTCCGGATCCCACAAGC
HVR-Z3 ACGTCCGTCTCATT(CT) (TG)C(AC)CCCCA

HVR-W5 TCTGGATCCTATTCCATGGTGGGGAACTGG

HVR-W3 AATGAATTCTACAACAGGGCT (TG)GG(AG)GTGAA

E2-73 AAGCAGAAGAACACGAGGAAGG

E2-W5 ATGAATTCTCCTGGTAGTGCTGCTGCTA

E2-W3 ATCTGCAGCAGGGATGCTGCATTGAGTA

IFN-Zs ACCCCTCCCACATTACAGCAG

IFN-Za CCTCCGCAGCGCATGGCGT

IFNs-1a AAGAATTCTCCTCGGCCAGCCAGCTGT

IFNa-1a AACTGCAGCATGGAAGAATAGGACTCAGCG

FO2 TATGGAAACCCACGTCTCCGGGG

E2-R6-4 ATCTGCAGCTAATGATGATGATGATGATGCGTGGTGGACAGCAGCAGCG
F-05 TATGGAAACCTACGTCTCCGGGGG

R-6-05 AAGGATCCCTAATGATGATGATGATGATGTGTGGTGGACAGCAGCAACG
F-02Nde AACATATGGAAACCCACGTCTCCGGGG

R-02Bam6 _ AAGGATCCTTAATGATGATGATGATGATGCGTGGTGGACAGCAGCAGCG
F-05Nde AACATATGGAAACCTACGTCTCCGGGGG

F-05pMAL  GAAACCTACGTCTCCGGGGG

R-05pMAL _ AAGGATCCITATGTGGTGGACAGCAGCAACG

F-02pMAL  GAAACCCACGTCTCCGGGG

R-02pMAL  AAGGATCCTTACGTGGTGGACAGCAGCAGCG

F-05LIC GACGACGACAAGATGGAAACCTACGTCTCCGGGGG
R-05LIC GAGGAGAAGCCCGGTTATGTGGTGGACAGCAGCAACG
F-02LIC GACGACGACAAGATGGAAACCCACGTCTCCGGGG
R-02LIC GAGGAGAAGCCCGGTTACGTGGTGGACAGCAGCAGCG
FpUC19 TGCAAGGCGATTAAGTTGGGTA

RpUC19 CAGGAAACAGCTATGAC

T7 TAATACGACTCACTATAG

R-pGEM TCAAGCTATGCATCCAACGCG
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pET11a5’  TCGATCCCGCGAAATTAAATACG
pET11a3°  CAAAAAACCCCTCAAGACCCG

F-pET30 AAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCG
R-pET30 CCGCAAGCTTGTCGACGGAGCT
F-pMAL AAAGACGCGCAGACTAATTCGAGC
R-pMAL CCCAGTCACGACGTTGTAAA

F-10990 CTCCACCTCACCCATCTTTTAT

R-10990 TACGGATTTACACCGTAAGTCT

RT-1 CAGTGAATTCTGGTCTCTTTTAGAGATTTACAG
RT-2 CTGAAGCAGTGCCTGCTAAGGCGGTC
Xba-HVR __ ATTCTAGATATTCCATGGTGGGGAACTGG
MIw-R ATACGCGTGCCGGTGTTAAGGCTATCATT

Kolorami oznaczono: (i) zielonym — sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne, (ii) niebieskim
— sekwencje kodujace znacznik histydynowy (HisTag), (iii) czerwonym — sekwencje umozliwiajace
niezalezne od ligacji klonowanie do wektora ekspresyjnego pET-30 Ek/LIC. Sekwencje odpowiadajace
kodonom START i STOP podkre§lono. W nawiasach podano pozycje zdegenerowane.

l.1.5 Enzymy

ll1.1.5.1 Enzymy restrykcyjne

Fermentas: FastDigest“Ndel, FastDigest“Spel, FastDigest“KpnlI
Promega: EcoRI (12 U/ul), Pstl (12 U/ul), BamHI (12 U/ul), Xbal (8-12 U/ul), Mlul
(10 U/ul)

ll1.1.5.2 Pozostate enzymy

Fermentas: ligaza DNA T4 (5 U/ul), polimeraza DNA Taq (5 U/ul), odwrotna
transkryptaza RevertAid™ M-MuLV (200 U/ul), RNaza A (10 pg/ul), fragment
Klenowa polimerazy DNA I (10 U/ul)

Novagen: benzonaza (25 U/ pl)

Roche: N-glikozydaza F (1 U/ul)

Sigma-Aldrich: RNaza B
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lll.1.6 Gotowe zestawy do badan biochemicznych

Tabela Ill.4. Gotowe zestawy do badan biochemicznych

Nazwa Producent Zastosowanie
amplifikacja DNA metoda PCR
Expand High Fidelity PCR Roche z wykorzystaniem polimerazy o wysokiej
System doktadnosci kopiowania, posiadajacej
aktywno$¢ naprawcza (ang. proofreading)
OneStep RT-PCR Kit Qiagen odwrotna  transkrypcja 1  amplifikacja
powstatego cDNA metoda PCR
Plasmid Midi Kit Qiagen izolacja plazmidow w $redniej skali (do
100pg)
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen oczyszczanie DNA
® transkrypcja in vitro w celu otrzymania
mMESSAGE III;I.\fACHINE 7 Ambion czasteczek RNA, zawierajacych strukture
! kapu na koncu 5’
BigDye" Terminator v1.1 Applied . .
¢ gequencing Kit Biols)}ljstems sckwencjonowanie DNA
pET-30 EK/LIC Vector Kit Novagen niezalezne od ligacji klonowanie do wektora
ekspresyjnego
oczyszczanie biatek zawierajacych znacznik
SeTag i usuwanie znacznika (cigcie bialek
SeTag" tEK Purification Kit Novagen  fuzyjnych zawierajacych sekwencje
rozpoznawana przez enterokinaze
(DDDDK | X)
. . kolorymetryczna detekcja obecnosci fosfatazy
AP Detection Reagent Kit Novagen alkalicznej (w metodzie western blot)
pGEM®-T Easy Vector System Promega Ef;;;?;idme klonowanie produktéw PCR do
ETLAB-HCVK-4 DiaSorin wykrywanie obecnosci przeciwciat anty-HCV

W SUrowicy
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I11.1.7 Przeciwciata

Przeciwciala rozpuszczano w buforze blokujacym A lub B [II1.1.8.4] badz

1x PBS [111.1.9.12], do uzyskania odpowiedniego rozcienczenia, wg tabeli:

Tabela Ill.5. Uzyte przeciwciata

Stezenie Stosowane

Nazwa Producent v .
poczatkowe rozcienczenie

I-rzgdowe kozie poliklonalne, przeciwko 1:5000"

biatku E2 HCV Abcam 4 mg/ml 1:50%)

II-rzedowe krolicze poliklonalne,

przeciwko kozim immunoglobulinom G, Abcam 1 mg/ml 1:5000"

sprzezone z fosfataza alkaliczna

[I-rzedowe krolicze poliklonalne,
przeciwko kozim immunoglobulinom G, Abcam 2 mg/ml 1:5000%
sprzgzone z peroksydaza chrzanowa

II-rzgdowe osle poliklonalne, przeciwko

kozim immunoglobulinom G, sprz¢zone z Abcam 0,5 mg/ml 1:509
fikoerytryna

kozie poliklonalne przeciwko ludzkim

immunoglobulinom G, sprzgzone z Sigma 1,4 mg/ml 1:30 000"
fosfataza alkaliczna

D ywestern blot; @ ELISA; ® analiza wiazania biatka E2 z receptorem CD81 limfocytow B

111.1.8 Roztwory

ll1.1.8.1 Roztwory do otrzymywania plazmidow w matej skali

1.1.8.1.1 Roztwor ALM1

0 4,5 g dekstrozy (Cx = 50 mM)
0 1,86 g EDTA (Cx = 10 mM)
0 1,51 g Tris (Cx = 25 mM)

0 dopeiniano woda do 500 ml

111.1.8.1.2  Roztwoér ALM2

0 1 ml 10% SDS (Ck = 1%)
0 1 ml 2 M NaOH (Ci = 0,2 M)
0 dopetniano woda do 10 ml
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I11.1.8.2 Antybiotyki

Antybiotyki stosowano jako sktadniki statych i1 ptynnych pozywek selekcyjnych
do hodowli bakterii. Sporzadzano roztwory antybiotykéw o okreslonym stezeniu
poczatkowym, dzielono je na porcje i przechowywano w temperaturze -20°C. Do
przygotowywanej pozywki dodawano roztwér antybiotyku, do uzyskania

odpowiedniego st¢zenia koncowego, wg tabeli:

Tabela lll.6. Stosowane roztwory antybiotykéw

Antybiotyk Rozpuszczalnik Stezenie poczatkowe  Stezenie koncowe
ampicylina woda 100 mg/ml 200 pg/ml
chloramfenikol etanol 34 mg/ml 34 pg/ml
kanamycyna woda 30 mg/ml 30 pg/ml
rifampicyna DMSO 20 mg/ml 50 pg/ml
karbenicylina woda 50 mg/ml 50 pg/ml

l11.1.8.3 Roztwory do wybarwiania biatek rozdzielonych metoda elektroforezy

w zelu poliakryloamidowym

1.1.8.3.1 Roztwér utrwalajacy

0 250 ml etanolu (Ci = 50%, v/v)
0 50 ml kwasu octowego (Cy = 10%, v/v)
0 200 ml H,O

l11.1.8.3.2  Roztwér barwiacy

0 250 ml metanolu (Cx = 50%, v/v)

0 50 ml kwasu octowego (Cyx = 10%, v/v)
0 200 ml H,O

0 0,25 g Serva Blue R-250

1.1.8.3.3 Roztwoér odbarwiajacy

0 50 ml metanolu (Cy = 5%, v/v)
0 125 ml kwasu octowego (Cx = 12,5%, v/v)
0 825 ml H,O
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1ll.1.8.4 Roztwory do blokowania w metodzie western blot

1.1.8.4.1 Roztwoér blokujacy A
0 1,05 g BSA (Cx=3%)
0 dopetniano buforem 1x TBS [II1.1.9.11] do 35 ml

11.1.8.4.2 Roztwoér blokujacy B
0 1 g BSA (Ck=1%)
0 dopetniano buforem TBST [III.1.9.10] do 100 ml

111.1.8.5 Pozostate roztwory

0 0,5 mg/ml X-gal w DMF
0 50 mg/ml lizozym

0 1 M Iub 0,IM IPTG

0 0,1 M octan amonu w metanolu
0 0,1 MDTT

0 0,5 M EDTA pH =8

0 10% SDS

o 10% APS

0 80% glicerol

0 5 M Na(l

0 1 M MgSOy4

0 0,5 M Na,HPO4 i 0,5 M NaH,PO4. Mieszajac oba roztwory, otrzymywano

0,5 M Na,HPO,0pH =6;7;7,518.
0 1 M Tris-HCl o pH =6,8; 7,4; 7,5; 81 8,8
0 100 mM MES-NaOH o pH = 5,5

55



Materiaty i metody

I11.1.9 Bufory

ll1.1.9.1 Bufor TBE do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych
w warunkach natywnych
0 0,89 M Tris
0 0,89 M kwas borowy
0 0,02 M EDTA
Gotowa mieszaning skladnikéw firmy BioShop rozpuszczano w 11 H,O, uzyskujac

bufor 10x st¢zony.

111.1.9.2 Bufor do agroinfiltracji

0 100 ml 100 mM MES-NaOH pH = 5,5 (C = 10 mM)
0 10 ml 1 M MgSO4 (Cx = 10 mM)

0 dopetniano woda do 1 1

111.1.9.3 Bufor ekstrakcyjny do izolacji biatek z tkanki roslinnej
0 50 ml 1 M Tris-HCI pH =7,5 (Cx= 0,5 M)
0 23,96 g sacharozy (Cx = 0,7 M)
0 1,86 g EDTA (Cx= 0,05 M)
0 0,74 g KCI (Cx=0,1 M)
0 dopeiniano woda do 100 ml
0 przed izolacja biatek do odpowiedniej porcji buforu dodawano B-merkaptoetanol

do stgzenia koncowego 2%
111.1.9.4 Bufory do deglikozylacji biatek roslinnych

.1.9.4.1 Bufor D1
0 1 ml 0,5 M Na,HPO,4 pH = 7,5 (C = 50 mM)
0 0,004 g B-merkaptoetanolu (Cyx = 5 mM)
0 0,2 ml 0,5M EDTA (Ci = 10 mM)
0 0,2 ml 10% SDS (Cx = 0,2%)
0 dopetniano woda do 10 ml
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1.1.9.4.2  Bufor D2

0 1 ml 0,5 M Na,HPO4 pH = 7,5 (C¢ = 50 mM)
0 0,004 g B-merkaptoetanolu (Cyx = 5 mM)

0 0,2 ml 0,5 M EDTA (Cx =10 mM)

0 0,01 g 0,1% Triton-X (Cy = 0,1%)

0 dopetniano woda do 10 ml
l11.1.9.5 Bufory do badania rozpuszczalnosci biatek bakteryjnych

1.1.9.5.1 Bufor PS1

0 10 ml 0,5 M Na,HPO, pH = 8 (Cy = 50 mM)
0 6 ml 5 M NaCl (Cy = 300 mM)

0 dopetniano woda do 100 ml

l1.1.9.5.2  Bufor PS2
0 20 ml 0,5 M Na,HPO, pH = 8 (Cx = 100 mM)
O 1 ml1 M Tris pH =8 (Cx = 10 mM)
0 48,48 g mocznika (Cx = 8 M)
0 dopetniano woda do 100 ml

111.1.9.6 Bufory do oczyszczania biatka E2
Wszystkie bufory sterylizowano wykorzystujac filtry 0,22 um firmy Millipore.

1.1.9.6.1 Bufor |

0 100 ml 0,5 M Na,HPOy, pH = 8 (C¢ = 50 mM)
0 10 ml 5 M NaCl (Cx = 50 mM)

0 dopetniano woda do 11

I1.1.9.6.2  Bufor Il

0 100 ml 0,5 M Na,HPO,, pH = 7 (Cy = 50 mM)
0 60 ml 5 M NaCl (Cx = 300 mM)

0 dopetniano woda do 11
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111.1.9.6.3 Bufor 2x Il

0 200 ml 0,5 M Na,HPOy4, pH = 6 (Cx = 100 mM)
0 120 ml 5M NaCl (Cx = 600 mM)
0 200 g glicerolu (Cx = 20%)

0 dopetniano woda do 11

1.1.9.6.4  Bufor 10x L
0 200 ml 0,5 M Na,HPO,, pH = 7,5 (Cy = 100 mM)

0 dopetniano woda do 1 1

1.1.9.6.5  Bufor 10x S
0 200 mM Tris-HCI pH = 7,5
0 1,5 M NaCl
0 1% Triton X-100
Gotowy bufor wchodzacy w sktad zestawu SeTag™ rEK Purification Kit [III.1.6].

1.1.9.6.6  Bufor 2x M
0 40 ml 1 M Tris-HCI pH = 7,4 (Cx = 40 mM)
0 80 ml 5 M NaCl (Cx = 400 mM)
0 4ml 0,5M EDTA (Cx =2 mM)
0 dopetniano woda do 1 1

l11.1.9.6.7  Bufor do saczenia molekularnego
0 100 ml 0,5 M Na,HPO4, pH = 6 (Cx = 50 mM)
0 20 ml 5M NacCl (Cx = 100 mM)
0 100 g glicerolu (Cx = 10%)

0 dopetniano woda do 11

111.1.9.7 Bufor do przechowywania biatka E2

0 10 ml buforu 2x III [II1.1.9.6.3] (Cx = 50 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl)
0 0,4 ml 100 mM DTT (Cx =1 mM)
0 18 g glicerolu (Cx = 50%; 2 g glicerolu zawarte sq w 10 ml buforu 2x III)

0 dopetniano woda do 40 ml
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ll1.1.9.8 Bufor 10x R do rozdziatu elektroforetycznego biatek w warunkach
denaturujacych
0 30,2 g Tris (Cx = 0,25 M)
0 144,2 g glicyny (Cx = 1,92 M)
0 10 g SDS (Ck = 1%)

0 dopetniano woda do 1 1

l11.1.9.9 Bufor do transferu biatek rozdzielonych w zelach poliakryloamidowych na
membrane PVDF
0 20 ml 10x R [II1.1.9.8] (Cx = 1x%)
0 40 ml metanolu (Cy = 20%, v/v)

0 dopeiniano woda do 200 ml

.1.9.10 Bufor TBST do identyfikacji biatek metoda western blot

0 25 mM Tris
0 137 mM NacCl
0 2,7 mM KCI
0 0,05% Tween-20
Gotowa mieszaning sktadnikow firmy BioShop rozpuszczano w 1 1 H,O, uzyskujac

bufor jednokrotnie st¢zony.

n.1.9.11 Bufor 10x TBS do identyfikacji biatek metoda western blot
0 121,14 g Tris (Cx =2 M)
0 rozpuszczano w 300 ml H,O
0 137 ml 5M NaCl (Cx = 1,37 M)
0 doprowadzano do pH = 8, dodajac HCI
0 dopetniano woda do 500 ml
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1.1.9.12 Bufor 5x PBS
0 5,8 g Na,HPO4 (C = 0,0817 M)
0 0,5 g KC1 (Cx=0,0134 M)
0 0,5 g KsPO4 (Cx = 0,0047 M)
0 20 g NaCl (Cx = 0,68 M)
0 rozpuszczano w 400 ml H,O
0 doprowadzano do pH = 7,4, dodajac HCl
0 dopetnianio woda do 500 ml

1.1.9.13 Bufor PBST
0 1,16 g Na,HPO4 (Cx = 0,0163 M)
0 0,1 g KC1 (C¢=0,0026 M)
0 0,1 g K5PO4 (Cx = 0,00094 M)
0 4 g NaCl (C,=0,136 M)
0 0,25 g Tween 20 (Cy = 0,05%)
0 rozpuszczano w 400 ml H,O
0 doprowadzano do pH = 7,4, dodajac HCI

0 dopeltnianio woda do 500 ml

1.1.9.14 Bufor do inokulacji (5x)
0 1,875 g glicyny (Cix = 250 mM)
0 2,61 g K,HPO4 (Cy = 150 mM)
0 0,5 ml bentonitu (Cx = 0,5%)
0 0,5 g celitu (Cx = 0,5%)
0 doprowadzano do pH = 9,2 dodajac KOH
0 dopeiniano woda do 100 ml

.1.9.15 Bufor ekstrakcyjny do izolacji kwaséw nukleinowych z tkanki
roslinnej (10x)
0 37,5 g glicyny (Cx =1 M)
0 29,22 g NaCl (Cx=1M)
0 100 ml 0,5M EDTA (Cx = 0,1 M)
0 doprowadzano do pH = 9,0 dodajac NaOH
0 dopetniano woda do 500 ml
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1.1.9.16 Bufor reakcyjny dla enterokinazy
0 0,2 ml 1 M Tris-HCI pH = 7,4 (Cx = 20 mM)
0 0,5 ml 1 M NaCl (Cx = 50 mM)
0 0,2 ml 0,1 M CaCl, (Cx =2 mM)

0 dopetniano woda do 10 ml
.1.9.17 Bufory obciazajace

ll1.1.9.17.1 Bufor obciazajacy 6x BJ do rozdziatu elektroforetycznego kwasow
nukleinowych w zelach agarozowych w warunkach natywnych
0 0,1 ml 1M Tris-HCI, pH 7,5 (Cx = 10 mM)
0 0,186 g EDTA (Cx =50 mM)
0 1 g Ficoll 400 (Cx = 10%)
0 0,025 g btekitu bromofenolowego (Cx = 0,25%)
0 0,025 g cyjanianu ksylenu (Ci = 0,25%)

0 dopetniano woda do 10 ml

11.1.9.17.2 Bufor obciazajacy 4x SB do rozdziatu elektroforetycznego biatek
w zelach poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych
0 2,5ml 1 M Tris-HCI pH = 6,8 (Cyx = 250 mM)
0 2 g B-merkaptoetanolu (Cy = 20%)
0 0,8 g SDS (Ckx = 8%)
0 0,015 g btekitu bromofenolowego (Cx = 0,15%)
0 4 g glicerolu (Cx = 40%)

0 dopetniano woda do 10 ml
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i.1.10 Pozywki

.1.10.1 Stata pozywka LB, zawierajaca antybiotyk

O 2 g peptonu

0 1,25 g wyciagu drozdzowego

0 1,25 g NaCl

0 dopetniano woda do 250 ml

0 dodawano 3,75 g agaru i sterylizowano w autoklawie

O otrzymana mieszaning schiadzano do temperatury 55°C, dodawano roztwor
antybiotyku [III.1.8.2], wylewano na sterylne szalki i pozostawiano do

zastygniecia

.1.10.2 Ptynna pozywka LB

0 10 g peptonu
0 5 g wyciagu drozdzowego
0 10 g NaCl

0 dopetniano woda do 1 11 sterylizowano w autoklawie

.1.10.3 Ptynna pozywka LB zawierajaca antybiotyk
0 do 1 I sterylnej ptynnej pozywki LB dodawano roztwor antybiotyku [I11.1.8.2]

.1.10.4 Ptynna pozywka LB, zawierajaca ampicyline i glukoze

0 do 11 sterylnej ptynnej pozywki LB dodawano roztwér ampicyliny [I11.1.8.2]
oraz 4,44 ml 45% glukozy (Cy =2 g/)

.1.10.5 Ptynna pozywka SOC

Gotowa pozywka dostarczona wraz z komoérkami kompetentnymi firmy Novagen.
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.1.11 Zele

n.1.11.1 Zel agarozowy do rozdziatu elektroforetycznego kwasow
nukleinowych w warunkach natywnych (1%)
0 0,45 g agarozy
0 45 ml 0,5% stezonego buforu TBE [II1.1.9.1]
0 rozpuszczano przez podgrzanie w kuchence mikrofalowej, schtadzano do
temperatury 55°C, dodawano 2,25 pl bromku etydyny (C, = 10 mg/ml;
Cx = 0,5 pg/ml) 1 wylewano do aparatu do elektroforezy

n.1.11.2 Zele poliakryloamidowe do rozdziatu elektroforetycznego biatek

w warunkach denaturujacych (zele PAA)

I.1.11.2.1  Zel zageszczajacy (5%)

0 0,625 ml 40% akrylamidu-bis
0 0,63 ml 1 M Tris-HCI pH = 6,8
0 0,05 ml 10% SDS

0 3,64 ml H,O

0 0,05 ml 10% APS

0 0,005 ml TEMED

1.1.11.2.2 Zel rozdzielajacy (12%)

0 3,6 ml 40% akrylamidu-bis

0 4,4ml 1 M Tris-HCI pH = 8,8
0 0,12 ml 10% SDS

0 3,76 ml H,O

0 0,12 ml 10% APS

0 0,006 ml TEMED
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l1.1.11.2.3  Zel rozdzielajacy (15%)
0 4,5 ml 40% akrylamidu-bis
0 4,4ml 1 M Tris-HCI pH = 8,8
0 0,12 ml 10% SDS
0 2,86 ml H,O
0 0,12 ml 10% APS
0 0,006 ml TEMED

1.1.12 Wzorce mas

n.1.12.1 Wzorzec mas kwasow nukleinowych

Sigma: DirectLoad " Wide Range DNA Marker

.1.12.2 Wzorce mas biatek

Fermentas: Unstained Protein Molecular Weight Marker

Invitrogen: Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards
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.2 Metody

lll.2.1 Powielanie fragmentéw genomu HCV metoda RT-PCR

Matryca w reakcji byt catkowity RNA wirusowy wyizolowany z surowicy
pacjentow z przewlekltym zapaleniem watroby typu C. Reakcje prowadzono
z wykorzystaniem zestawu OneStep RT-PCR Kit, w objgtosci 25 pl, wg ogolnego

schematu podanego w tabeli:

Tabela Ill.7. Sktad mieszaniny reakcyjnej RT-PCR

Odczynnik llos¢
matryca RNA S5ul
starter homologiczny do kofica 5’ namnazanego fragmentu'” 15 pmol
starter komplementarny do konca 3’ namnazanego fragmentu'” 15 pmol
dNTPs (C, = 10 mM, Cy = 0,4 mM) 1 ul
5% QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer™ (C, = 5%, C, = 1) 5l
OIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix" 1 ul
RiboLock 8U
H,O do 25 ul

() Starter HVR-Z5 dla fragmentu AF i genu E2 lub starter IFN-Zs dla fragmentu IFN-R [por.: tabela
111.3]; @ Starter HVR-Z3 dla fragmentu AF, starter E2-Z3 dla genu E2 lub starter IFN-Za dla fragmentu
IFN [por.: tabela II1.3]; ¥ Oryginalne nazwy odczynnikéw wchodzacych w sktad zestawu OneStep
RT-PCR Kit.

Reakcje prowadzono w aparacie firmy Biometra. Warunki RT-PCR stosowane podczas
powielania poszczegdlnych fragmentow genomu wirusowego podano w tabelach

[tabela II1.8, tabela II1.9]:
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Tabela I1.8. Warunki reakcji RT-PCR nr 1 - powielanie fragmentu AF genomu HCV (pozycje
nt: 1347-1948")

Numer cyklu Etap cyklu Czas Temperatura Liczba powtorzen

1. odwrotna transkrypcja 30 min 45°C -

2. inkubacja 15 min 95°C -
denaturacja 1 min 95°C

2. hybrydyzacja 1 min 45°C 20
elongacja 1 min 72°C
denaturacja 1 min 95°C

3. hybrydyzacja 1 min 60°C 20
elongacja 1 min 72°C

4. elongacja 10 min 72°C -

M Pozycje nukleotydowe odnosza si¢ do sekwencji genomu HCV-1a, zdeponowanej w internetowej bazie
danych GenBank pod numerem NC_004102.

Tabela 111.9. Warunki reakcji RT-PCR nr 2 - powielanie genu E2 (pozycje nt: 1347-2662")
i fragmentu IFN-R HCV (pozycje nt: 6871-7653")

Numer cyklu Etap cyklu Czas Temperatura Liczba powtoérzen
1. odwrotna transkrypcja 30 min 50°C -
2. inkubacja 15 min 95°C -
denaturacja 1 min 95°C
3. hybrydyzacja 1 min 61°C 35
elongacja 2 min 72°C
4. elongacja 10 min 72°C -

) Pozycje nukleotydowe odnosza si¢ do sekwencji genomu HCV-1a, zdeponowanej w internetowej bazie
danych GenBank pod numerem NC 004102.

Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 1% zelach agarozowych [I11.2.6].

lll.2.2 Powielanie metoda RT-PCR fragmentéw genomu wirusowego

wyizolowanego z roslin

Amplifikacja fragmentdow genomu wirusowego wyizolowanego z roslin
[[I1.2.32] prowadzona byla w dwdch oddzielnych etapach. Pierwszym z nich byta
odwrotna transkrypcja, w ktorej matryc¢ stanowit catkowity RNA wyizolowany
z roslin. Reakcja przebiegala w objetosci 10 ul i zawierata:

o 3,5 ul roztworu catkowitego RNA [111.2.32]
J 6,5 pl Mix-RT [tabela I11.10]
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Tabela I1l.10. Sktad mieszaniny Mix-RT (na 10 reakcji)

Odczynnik llos¢
starter RT-1 (10 pmol/pl) S5ul
dNTPs (C, = 2,5 mM) 20 ul
bufor reakcyjny"” (C, =10x) 10 pl
MgCl, (C, =25 mM) 12,5 pl
0,IM DTT 5ul
RiboLock " (40 U/ul) 2ul
odwrotna transkryptaza RevertAid™ M-MuLV (200 U/ul) 4l
H,O 10 ul

() Dostarczony wraz z polimeraza DNA Taq firmy Fermentas.

Reakcje prowadzono w aparacie firmy Biometra. Mieszaning reakcyjna inkubowano
40 min w temperaturze 55°C, a nastgpnie denaturowano przez inkubacj¢ 5 min
w temperaturze 95°C 1 gwalttowne schiodzenie przez 5 min w temperaturze 0°C.
Nastgpnie amplifikowano DNA, wykorzystujac produkt pierwszego etapu jako matrycg.
Reakcja ta przebiegata w objgtosci 50 pl i zawierala:

o 10 pl mieszaniny reakcyjnej odwrotnej transkrypcji

. 40 pul Mix-PCRI [tabela II1.11]

Tabela 1ll.11. Sktad mieszaniny Mix-PCR1

Odczynnik llos¢
starter RT-1 (10 pmol/ul) 2,5ul
starter RT-2 (10 pmol/pl) S5ul
dNTPs (C, = 2,5mM) 20 ul
bufor reakcyjny"” (C, =10%) 40 ul
MgCl, (C, = 25mM,) 17,5 ul
polimeraza DNA Taq 2l
H,0O 316,5 ul

() Dostarczony wraz z polimeraza DNA Taq firmy Fermentas.

Reakcje prowadzono w aparacie firmy Biometra. Warunki PCR podano w tabeli:
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Tabela Ill.12. Warunki reakcji PCR nr 1 - powielanie fragmentéw genomu wirusowego
wyizolowanego z roslin

Numer cyklu Etap cyklu Czas Temperatura Liczba powtorzen
denaturacja 1 min 95°C
1. hybrydyzacja 1 min 58°C 40
elongacja 2 min 72°C

Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 1% zelach agarozowych [I11.2.6].

lll.2.3 Powielanie fragmentu AF genomu HCV metoda PCR

Matryca w reakcji byt 50x rozcienczony produkt RT-PCR. [II1.2.1; tabela II1.7].
Reakcj¢ prowadzono z wykorzystaniem zestawu OneStep RT-PCR Kit, w objgtosci

25 ul, wg ogolnego schematu podanego w tabeli:

Tabela I1l.13. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR nr 2

Odczynnik llos¢
matryca 1 ul
starter HVR-W5'" 15 pmol
starter HVR-W3" 15 pmol
dNTPs (C, = 10 mM, C; = 0,4 mM) 1l
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer® (C, = 5%, C, = 1) 5l
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix"® 1 ul
H,O do 25 ul

() Por.: tabela I11.3 @ Oryginalne nazwy odczynnikow wchodzacych w sklad zestawu OneStep RT-PCR
Kit.

Reakcje prowadzono w aparacie firmy Biometra. Warunki PCR podano w tabeli:

Tabela lll.14. Warunki reakcji PCR nr 2 - powielanie fragmentu AF HCV

Numer cyklu Etap cyklu Czas Temperatura Liczba powtoérzen
1. inkubacja 15 min 95°C -
denaturacja 1 min 94°C
2. hybrydyzacja 45's 60°C 30
elongacja 1 min 72°C
3. elongacja 10 min 72°C -

Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 1% zelach agarozowych [I11.2.6].
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lll.2.4 Powielanie DNA metoda PCR (polimeraza Taq)

Reakcje prowadzono w objetosci 50 pul wg ogdélnego schematu podanego

w tabeli:

Tabela Ill.15. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR nr 3

Odczynnik llos¢
matryca DNA 10 pg-1 pg
starter homologiczny do konca 5’ namnazanego fragmentu 15 pmol
starter komplementarny do konca 3’ namnazanego fragmentu 15 pmol
dNTPs (C, = 2,5 mM, C, = 0,2 mM) 4 ul
bufor reakcyjny"” (G, =10%, G =1x%) S5ul
MgCl, (C, =25 mM, C = 3mM) 6 ul
polimeraza DNA Taq 2,5U
H,O do 50 ul

M Dostarczony wraz z polimeraza DNA Taq firmy Fermentas.

Reakcje prowadzono w aparacie firmy Biometra. Warunki PCR podano w tabeli:

Tabela Ill.16. Warunki reakcji PCR nr 3

Numer cyklu Etap cyklu Czas Temperatura Liczba powtorzen
1. denaturacja 2min 94°C -
denaturacja Imin 94°C
2. hybrydyzacja 30s xec® 30
elongacja Imin 72°C
3. clongacja 7min 72°C -

D Por.: tabela I11.17.

Temperatura hybrydyzacji byla ustalana indywidualnie dla kazdej pary starterow, na

podstawie ich warto$ci temperatury topnienia (Tm), zgodnie z tabela:
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Tabela Ill.17. Temperatury hybrydyzacji dla uzytych par starterow

Starter A Starter B :;;Lnr 32;2‘2;
E2-W5 E2-W3 57°C
T7 R-pGEM 53°C
IFNs-1a IFNa-1a 59°C
XbaHVR Mlu-R 57°C
F-05Nde R-6-05 61°C
F-02Nde R-02-Bam6 61°C
F05 R-6-05 60°C
F02 E2-R6-4 60°C
F-05LIC R-05LIC 60°C
F-02LIC R-02LIC 60°C
F-pET30 R-pET30 60°C
F-05SpMAL R-05pMAL 60°C
F-02pMAL R-02pMAL 60°C
F-pMAL R-pMAL 60°C

A — starter homologiczny do konca 5’ namnazanego fragmentu; B — starter komplementarny do konca 3’
namnazanego fragmentu

Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 1% zelach agarozowych [I11.2.6].

lll.2.5 Powielanie DNA metoda PCR (polimeraza o wysokiej doktadnosci
kopiowania)

Reakcje powielania DNA przez polimeraze o wysokiej doktadnos$ci kopiowania
prowadzono z wykorzystaniem gotowego zestawu Expand High Fidelity PCR System
[II1.1.6], w objetosci 50 ul. Zgodnie z zaleceniem producenta, przygotowywano dwie
oddzielne mieszaniny reakcyjne (Mix1 i Mix2), ktére faczono tuz przed rozpoczgciem

reakcji.
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Tabela I11.18. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR nr 4

Odczynnik llos¢
Mix1
matryca DNA 0,1-250 ng
starter homologiczny do konca 5’ namnazanego fragmentu 15 pmol
starter komplementarny do konca 3’ namnazanego fragmentu 15 pmol
dNTPs (C, = 10 mM, Cy = 0,2 mM) 1 ul
H,O do 25 ul
Mix2
Expand High Fidelity buffer with 15mM MgCL"
(C, =10%, Cy=1x%) Sul
Expand High Fidelity enzyme mix" 2,6 U
H,O do 25 ul

® Oryginalne nazwy odczynnikow wchodzacych w sktad zestawu Expand High Fidelity PCR System.

Reakcje prowadzono w aparacie firmy Biometra. Warunki PCR podano w tabeli:

Tabela I11.19. Warunki reakcji PCR nr 4

Numer cyklu Etap cyklu Czas Temperatura Liczba powtorzen
1. denaturacja 2 min 94°C -
denaturacja I5s 94°C
2. hybrydyzacja 30s xec" 10
elongacja 1 min 72°C

I5s
denaturacja 94°C
. 30s .
3. hybrydyzacja . xec! 20
) Imin+35s
elongacja na kazdy 72°C
cykl
4. elongacja 7 min 72°C -

D por.: tabela I11.17.

Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 1% zelach agarozowych [II1.2.6].
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ll.2.6 Analiza kwaséw nukleinowych metoda elektroforezy w 1% zelu

agarozowym

0 Do badanych preparatow DNA/RNA dodawano buforu obciazajacego 6% BJ
[II1.1.9.17.1], do uzyskania jednokrotnego ste¢zenia koncowego.

0 Prowadzono rozdziat w 1% zelu agarozowym [III.1.11.1], w buforze 0,5x TBE
[III.1.9.1], przy napigciu 125 V i natgzeniu 115 mA, w obecnosci wzorca mas
[I.1.12.1].

0 Rozdzielone kwasy nukleinowe analizowano przy uzyciu transiluminatora §wiatta
UV 1 zestawu do dokumentacji zeli Gel Logic 200 firmy Kodak lub skanera
materiatéw znakowanych fluorescencyjnie i radioizotopowo Typhoon 8600 firmy

Molecular Dynamics.

11.2.7 Oczyszczanie DNA

Oczyszczanie wyizolowanych plazmidow oraz dsDNA po reakcjach
enzymatycznych prowadzono wykorzystujac gotowy zestaw QIAquick PCR
Purification Kit [III.1.6], zgodnie z instrukcja zalaczona przez producenta. Stgzenie
oczyszczonego DNA okreslano metoda pomiaru absorpcji $wiatta UV o diugosci fali
A=260nm, w spektrofotometrze BioPhotometer firmy Eppendorf lub

spektrofotometrze Nanodrop firmy Thermo Scientific.
ll1.2.8 Ciecie restrykcyjne

lll.2.8.1 Standardowe ciecie restrykcyjne

Tabela 111.20. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej standardowego ciecia dsDNA enzymami
restrykcyjnymi

llosé¢
Odczynnik
Skala preparatywna Skala analityczna
dsDNA 1-10 pg 0,1-0,5 ug
bufor" 10 ul 1l
enzym"® 50-100 U 4-6 U
H,O do 100 pl do 10 ul

) por.: tabela I11.21; YW przypadku podwdjnego cigcia, liczba jednostek odnosi si¢ do dwoch enzymow
lacznie.

0 Mieszaning reakcyjng inkubowano 4 h w temperaturze 37°C.
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O Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 1% zZelu agarozowym
[111.2.6].

0 Produkty cigcia w skali preparatywnej oczyszczano [111.2.7].

Tabela 1ll.21. Bufory stosowane podczas standardowego ciecia restrykcyjnego

Nr Enzym Bufor'” Producent
1 EcoRI H Promega
2 EcoRI/BamHI Multicore® Promega
3 EcoRI/Pstl H Promega
4 Mlul D Promega
5 Xbal/Mlul D Promega
6 Xbal/EcoRI Multicore™ Promega
7 BamHI E Promega
8 Pstl H Promega

1 . P P
() Oznaczenia buforéw stosowane przez producentow.

I11.2.8.2 Ciecie restrykcyjne z zastosowaniem enzyméw FastDigest®

Tabela 11.22. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej ciecia dsDNA enzymami restrykcyjnymi
FastDigest®

Odczynnik llos¢ (skala preparatywna)
dsDNA 1 ug 2 ug
bufor FastDigest 1 ul 2 ul
enzym FastDigest 1 ul 2 ul
H,O do 10 wl do 20 wl

0 Mieszaning reakcyjng inkubowano 1 h w temperaturze 37°C.
0 Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 1% zelu agarozowm

[II1.2.6], a nastgpnie oczyszczano [I11.2.7].

111.2.9 Izolacja plazmidéw w matej skali (do 10 pg)

0 Pojedyncze kolonie bakteryjne wyhodowane na statej pozywce LB, zawierajacej
antybiotyk [II1.1.10.1] przenoszono do 2 ml ptynnej pozywki LB, zawierajacej
antybiotyk [II1.1.10.3] 1 inkubowano 16 h w temperaturze 37°C, wytrzasajac
z predkoscia 300 rpm.

0 1,5 ml hodowli wirowano 1 min z prgdkoscia 14 000 rpm w temperaturze

pokojowe;j.
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O Supernatant dekantowano, a zawierajacy bakterie osad zawieszano w 100 pl
roztworu ALM1 [II1.1.8.1.1], wytrzasajac 5 min w temperaturze pokojowe;.
0 Dodawano 200 pl $wiezo przygotowanego roztworu ALM?2 [II.1.8.1.2],
delikatnie mieszano i inkubowano 5 min na lodzie.
0 Dodawano 150 ul 7,5 M octanu amonu, mieszano i inkubowano 20 min na lodzie.
0 Wirowano 20min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze pokojowe;.
O Supernatant przenoszono do nowej probowki, dodawano 1 ml 96% etanolu
1 inkubowano 20 min na lodzie.
0 Wirowano 15 min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze pokojowe;j.
O Supernatant dekantowano, a osad przemywano 1 ml 70% etanolu.
0 Wirowano 5 min z prgdkoscia 14 000 rpm w temperaturze pokojowe;.
O Supernatant dekantowano, a osad suszono.
0 Osad rozpuszczano w roztworze zawierajacym:
° 49,5 ul H,O
. 0,5 pl 4x RNazy A (10 pg/ul)
0 Otrzymane plazmidy poddawano analizie restrykcyjnej [II1.2.8.1, skala

analityczna].

.2.10 Izolacja plazmidow w sredniej skali (10-100pg)

Izolacj¢ plazmidow w $redniej skali prowadzono korzystajac z gotowego

zestawu Plasmid Midi Kit [I11.1.6], zgodnie z instrukcja zalaczona przez producenta.
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n.2.11 Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie DNA prowadzono z wykorzystaniem gotowego zestawu
BigDye® Terminator v1.l Sequencing Kit [IIL.1.6], w objetosci 20 pl. Przed

sekwencjonowaniem plazmidy poddawano oczyszczeniu [111.2.7].

Tabela 111.23. Sktad mieszaniny reakcyjnej sekwencjonowania DNA

Odczynnik llos¢
matryca DNA (plazmid) 150 ng
starter 15 pmol
50% (v/v) DMSO 2ul
BigDye Sequencing Buffer (5%)" 3ul
Ready Reaction Premix') 1wl
H,O do 20 ul

(l) Oryginalne nazwy odczynnikéw wchodzacych w sktad zestawu BigDye® Terminator v1.1 Sequencing
Kit.

Reakcje prowadzono w aparacie firmy Biometra. Warunki reakcji podano w tabeli:

Tabela 11l.24. Warunki reakcji sekwencjonowania

Numer cyklu Etap cyklu Czas Temperatura Liczba powtoérzen
1. denaturacja 2 min 94°C -
denaturacja 1 min 94°C
2. hybrydyzacja 30s 50°C 35
elongacja 4 min 72°C

0 Do mieszaniny reakcyjnej dodawano 2,5 pl 125 mM EDTA 1 30 pl 96% etanolu.

0 Dokladnie mieszano i inkubowano 15 min w temperaturze pokojowe;.

0 Wirowano 30 min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze 4°C.

O Supernatant usuwano pipeta, a osad przemywano 200 pl 70% etanolu.

0 Wirowano 10 min z predkos$cia 14 000 rpm w temperaturze 4°C.

O Supernatant usuwano pipeta, a osad suszono.

0 Osad rozpuszczano w 10 pl formamidu, a nastgpnie denaturowano przez
inkubacje 5 min w temperaturze 95°C 1 gwaltowne schtodzenie przez 5 min na

lodzie.
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O Przeprowadzano odczyt sekwencji z uzyciem sekwenatora ABI-PRISM w IChB
PAN lub w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej Wydzialu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

.2.12 Ligacja
Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl wg ogdélnego schematu podanego

w tabeli:

Tabela I1l.25. Sktad mieszaniny reakcyjnej ligacji dsDNA

Odczynnik llos¢
wektor 50-100 ng
insert XM
bufor do ligacji® (C, = 10%, C\ = 1x) 1 ul
ligaza DNA T4 1U
H,O do 10 ul

) Stosunek molowy insert:wektor wynosit 3:1; (2) Dostarczony wraz z ligaza firmy Fermentas.

O Inkubowano 16h w temperaturze 16°C (w przypadku ligacji dsDNA
posiadajacych lepkie konce) lub w temperaturze 4°C (w przypadku ligacji dsSDNA
posiadajacych tgpe konce).

.2.13 Ligacja z wektorem pGEM®-T Easy

Reakcje prowadzono korzystajac z gotowego zestawu pGEM®-T Easy Vector

System, w objetosci 10 pul wg ogdlnego schematu podanego w tabeli:

Tabela Ill.26. Sktad mieszaniny reakcyjnej ligacji z wektorem pGEM®-T Easy

Odczynnik llos¢
wektor 50 ng
insert XM
Rapid Ligation Buffer® (C,=2x%,C=1%) Sul
ligaza DNA T4 3U
H,O do 10 pl

() Stosunek molowy insert:wektor wynosit 3:1; @ Odczynniki wchodzace w sktad zestawu pGEM®-T
Easy Vector System, podano oryginalna nazwg buforu.

0 Inkubowano 16 h w temperaturze 4°C.
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l.2.14 Niezalezne od ligacji klonowanie do wektora ekspresyjnego
pET-30 Ek/LIC

Procedurg niezaleznego od ligacji klonowania do wektora ekspresyjnego pET-30
Ek/LIC prowadzono wykorzystujac gotowy zestaw pET-30 Ek/LIC Vector Kit [II1.1.6].

O Insert (produkt reakcji PCR; [III.2.5]) oczyszczano [III.2.7] i zawieszano
w buforze TlowE.

0 W celu utworzenia jednoniciowych koncow insertu, komplementarnych do
jednoniciowych koncow wektora, insert poddawano dziataniu
3’—>5’egzonukleazowej aktywno$ci polimerazy DNA T4, w obecnosci dATP.
Reakcje prowadzono w objetosci 20 ul, wg schematu podanego w tabeli:

Tabela 11l.27. Sktad mieszaniny reakcyjnej tworzenia jednoniciowych koricow dsDNA za
pomoca polimerazy DNA T4 (kontrolowana hydroliza jednej nici dsDNA)

Odczynnik llos¢
insert 0,2 pmol
bufor reakcyjny (C, = 10%, C = 1%) 2 ul
dATP (C, =25 mM, C, =2,5 mM) 2 ul
DTT (C, = 100 mM, C =5 mM) 1 ul
polimeraza DNA T4 (2,5 U/pl) 1U
H,O do 20 ul

0 Inkubowano 30 min w temperaturze 22°C.
0 Inaktywowano enzym przez inkubacj¢ 20 min w temperaturze 75°C.
O Przeprowadzano hybrydyzacje wektora i insertu, przygotowujac mieszaning
zawierajaca:
. 1 ul wektora pET-30 Ek/LIC
o 0,02 pmola insertu (2 pl mieszaniny reakcyjnej tworzenia
jednoniciowych koncow dsDNA)
0 Inkubowano 5 min w temperaturze 22°C.
0 Dodawano 1 pl 25 mM EDTA (Ci = 6,25 mM)

0 Inkubowano 5 min w temperaturze 22°C.
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.2.15 Usuwanie jednoniciowych wystajacych koncéw dsDNA za
pomoca polimerazy DNA T4
W celu usunigcia jednoniciowych wystajacych koncow dsDNA, poddawano go
dziataniu polimerazy DNA T4, posiadajacej aktywnos$¢ 3’—5’egzonukleazowa,
w obecno$ci czterech trifosforanéw deoksyrybonukleozydow. Reakcje prowadzono
wykorzystujac sktadniki gotowego zestawu pET-30 EkK/LIC Vector Kit [III.1.6],
w objetosci 20 pl, wg schematu podanego w tabeli:

Tabela 111.28. Sktad mieszaniny reakcyjnej usuwania jednoniciowych wystajacych koncow
dsDNA za pomoca polimerazy T4

Odczynnik llos¢

dsDNA rozpuszczony w buforze 1
ug

TlowE
bufor reakcyjny (C, = 10X, C = 1X) 2 ul
dNTPs (C, =25 mM, C =2,5 mM) 2 ul
DTT (C, = 100 mM, C =5 mM) 1wl
polimeraza DNA T4 (2,5 U/ul) 1U
H,O do 20 ul

0 Inkubowano 30 min w temperaturze 22°C.
0 Inaktywowano enzym przez inkubacj¢ 20 min w temperaturze 75°C, a dsDNA

oczyszczano [I11.2.7].

.2.16 Wypetnianie jednoniciowych wystajacych korncéw dsDNA za

pomoca fragmentu Klenowa polimerazy DNA |

Reakcje prowadzono w objgtosci 20 pl, wg schematu podanego w tabeli:

Tabela 111.29. Sktad mieszaniny reakcyjnej wypetniania jednoniciowych wystajacych
koncow dsDNA za pomoca fragmentu Klenowa polimerazy DNA |

Odczynnik llos¢
dsDNA 1 g
bufor reakcyjny"” (Cp,=10x%, C=1%) 2ul
dNTPs (C, =2 mM, Cy = 0,05 mM) 0,5 ul
fragment Klenowa polimerazy DNA 1 (10 U/ul) 5U
H,O do 20 pl

() Dostarczony wraz z enzymem — fragmentem Klenowa polimerazy DNA I firmy Fermentas

0 Inkubowano 10 min w temperaturze 37°C.

78



Materiaty i metody

0 Inaktywowano enzym przez inkubacj¢ 10 min w temperaturze 75°C, a dsDNA

oczyszczano [I11.2.7].

n.2.17 Przygotowanie elektrokompetentnych komorek

Agrobacterium tumefaciens GV3101

0 Ze stoku glicerolowego Agrobacterium tumefaciens GV3101 pobierano
zaszczepke 1 przenoszono do 5 ml pozywki LB, zawierajacej rifampicyng
[[I1.1.10.3]. Inkubowano 24 h w temperaturze 28°C, wytrzasajac z predkoscia
120 rpm.

0 0,5 ml otrzymanej kultury bakteryjnej przenoszono do 200 ml pozywki LB,
zawierajacej rifampicyng o stezeniu koncowym 50 pg/ml. Inkubowano 24 h
w temperaturze 28°C, wytrzasajac z predkoscia 120 rpm.

0 Otrzymana kulturg dzielono na 4 porcje o objgtosci 50 ml kazda.

0 Wirowano 10 min z predkoscia 3000 g w temperaturze 4°C.

0 Dwukrotnie przemywano osady 50 ml sterylnego 10% glicerolu.

0 Zawieszano osady w 10 ml sterylnego 10% glicerolu, a nastgpnie taczono cztery
uzyskane porcje.

0 Wirowano 10 min z predkoscia 3000 g w temperaturze 4°C.

0 Zawieszano osad w 250 pl sterylnego 10% glicerolu, dzielono na porcje

o objetosci 25 ul, zamrazano w cieklym azocie 1 przechowywano w temperaturze

-80°C.
.2.18 Transformacja komoérek bakteryjnych
1.2.18.1 Transformacja komoérek Agrobacterium tumefaciens metoda

elektroporacji

0 Do zawiesiny komoérek kompetentnych A. tumefaciens GV3101 [II1.2.17]
dodawano 10 ng plazmidu i cato$¢ przenoszono do kuwety.

0 Przeprowadzano elektroporacje, stosujac nastgpujace parametry pola: napigcie
2,5 kV; pojemnos¢ 25 puF; opornos¢ 200 Q; czas trwania: 3-7 ms.

0 Do transformowanych komoérek dodawano 1 ml pozywki LB [III.1.10.2]
1 inkubowano 2 h w temperaturze 28°C, wytrzasajac z predkoscia 300 rpm.

0 0,05-0,1 ml kultury bakteryjnej rozprowadzano na szalkach ze stala pozywka LB,
zawierajaca antybiotyk [II1.1.10.1].

0 Szalki inkubowano 2-3 doby w temperaturze 28°C.
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1.2.18.2 Transformacja komorek Escherichia coli metoda szoku cieplnego

0 Do zawiesiny komoérek kompetentnych E. coli [111.1.2] dodawano 5 pl produktu
ligacji [111.2.12], lub 1 pl produktu hybrydyzacji [I11.2.14], badZz 10 ng plazmidu
1 inkubowano 5 min na lodzie.
O Zawiesing ogrzewano 45 s (E. coli DH5a) badz przez 30 s (pozostate)
w temperaturze 42°C.
0 Inkubowano 5 min na lodzie.
0 Do transformowanych komoérek dodawano pozywke i1 inkubowano 45 min
w temperaturze 37°C, wytrzasajac z predkoscia 250 rpm.
0 W przypadku transformacji komorek E. coli DHS5a plazmidem umozliwiajacym
selekcje  kolonii  bakteryjnych na podstawie testu o-komplementacji
(ang. blue-white screening; plazmidy: pGEM®-T Easy, pUC18, pUC19,) do
0,1-0,3 ml otrzymanej zawiesiny dodawano:
o 30 ul X-Gal [111.1.8.5]
o 15u 0,1 MIPTG
0 Mieszaning wylewano i rozprowadzano sterylna bagietka na szalkach ze stala
pozywka LB, zawierajaca antybiotyk [II1.1.10.1]
0 Szalki inkubowano 16 h w temperaturze 37°C.
Szczegdtowe dane dotyczace objgtosci zawiesiny transformowanych komorek, rodzaju
pozywki dodanej po transformacji oraz ilosci rozprowadzonej na szalkach dla

poszczego6lnych szczepoéw bakteryjnych podano w tabeli:

Tabela 111.30. Warunki transformacji réznych szczepéw E.coli

Szczep E.coli i objetos¢ zawiesiny llos¢ rozprowadzona na

Dodana pozywka'”

transformowanych komoérek szalce

DH5a 50 pl 1 mlLB 0,1-0,3 ml
BL21(DE3)pLysS 50 ul 0,25 ml SOC 0,1 ml
BL21-AI" One Shot” 50 pl 0,25 ml SOC 0,05 ml
Rosetta(DE3)pLysS 20 ul 0,08 ml SOC calos¢
Origami B(DE3)pLysS 20 ul 0,08 ml SOC calos¢
TB1 50wl 1 ml SOC catos¢

D por.: 111.1.10.2, 111.1.10.5.
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1.2.19 Agroinfiltracja lisci tytoniu Nicotiana benthamiana

0 Pojedyncza koloni¢ bakteryjna, transformowana jednym z trzech plazmidow
systemu do ekspresji przejsciowej w tytoniu [III.1.3] i wyhodowana na stalej
pozywce LB, zawierajacej antybiotyk [III.1.10.1], przenoszono do 5 ml plynnej
pozywki LB, =zawierajacej antybiotyk [II[.1.10.3] 1 inkubowano 24 h
w temperaturze 28°C, wytrzasajac z predkoscia 300 rpm .

0 Z niewielkiej porcji hodowli sporzadzano stok glicerolowy: pobierano 800 ul
kultury bakteryjnej, dodawano 100 pl 80% glicerolu, mieszano i zamrazano na
suchym lodzie. Przechowywano w temperaturze -80°C.

0 1,5 ml kazdej z trzech hodowli wirowano oddzielnie 10 min z predkoscia
8000 rpm w temperaturze pokojowe;.

O Supernatanty usuwano a osady delikatnie zawieszano w 500 pl buforu do
agroinfiltracji [II1.1.9.2]. Trzy uzyskane w ten sposob zawiesiny bakterii taczono
1 delikatnie mieszano.

0 Liscie tytoniu nakluwano, a nastgpnie wprowadzano do nich zawiesing

transformowanych komorek A. tumefaciens za pomoca strzykawki bez igty.

.2.20 Ekstrakcja biatek roslinnych

0 Liscie tytoniu homogenizowano w cieklym azocie a nastgpnie przechowywano
w temperaturze -80°C.

0 Do 100 mg homogenizowanych lisci dodawano 800 pl mieszaniny zawierajacej
rowna objetos¢ buforu ekstrakcyjnego [II1.1.9.3] i fenolu wysyconego
8-hydroksychinolina. Wytrzasano 10 min.

0 Wirowano 6 min z pr¢dkoscia 6000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Dodawano 200 pl fenolu wysyconego 8-hydroksychinoling. Wytrzasano 5 min.

0 Wirowano 6 min z predkoscia 6000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Pobierano faz¢ fenolowa i dodawano do niej 1 objgtos¢ buforu ekstrakcyjnego.
Wytrzasano 5 min w temperaturze 4°C.

0 Wirowano 6 min z predkoscia 6000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Pobierano fazg fenolowa, a nastgpnie wytracano zawarte w niej biatka, dodajac 5
objetosci 0,1 M roztworu octanu amonu w metanolu 1 inkubujac 16 h
w temperaturze -20°C.

0 Wirowano 15 min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze 4°C.
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O Supernatant dekantowano, a osad przemywano 2-3 krotnie 200 pl 0,1 M roztworu
octanu amonu w metanolu i jednokrotnie acetonem.

0 Rozpuszczano w buforze 1x SB [111.1.9.17.2] lub D1 [II1.1.9.4.1].

1.2.21 Deglikozylacja biatek roslinnych

0 Biatka ro$linne po izolacji [I11.2.20] zawieszano w buforze D1 [II1.1.9.4.1].

0 Porcje zawierajaca ok. 50 pg biatka (5-10 pl) denaturowano przez inkubacje
5 min w temperaturze 95°C i gwattowne schtodzenie przez 5 min w temperaturze
0°C.

0 Dodawano 1 objgtos¢ buforu D2 [II1.1.9.4.2] oraz 4-5 U N-glikozydazy F
(rownoczesnie prowadzono reakcj¢ kontrolna, pozbawiona enzymu).

0 Inkubowano 24 h w temperaturze 37°C.

0 Do produktow reakcji cigcia dodawano buforu 4x SB [II1.1.9.17.2] do uzyskania
jednokrotnego stezenia koncowego 1 analizowano metoda elektroforezy w zelach

poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych [I11.2.26].

.2.22 Ekspresja E2 w komérkach bakteryjnych

Ekspresj¢ E2 w komodrkach bakteryjnych prowadzono zaréwno w skali
analitycznej (0,02 | kultury bakteryjnej), jak i w skali preparatywnej (1 | kultury
bakteryjnej). Doswiadczenia w skali analitycznej prowadzono w celu ustalenia
optymalnych warunkoéw hodowli oraz przeprowadzenia analizy rozpuszczalnosci biatek
[II1.2.23]. Schemat hodowli w skali analitycznej byt identyczny, jak w przypadku skali
preparatywnej; stosowano jedynie proporcjonalnie mniejsza kultur¢ poczatkowa
i mniejsza objetos¢ zwiazkow indukujacych ekspresje, zachowujac ich stgzenie
koncowe. Ponizej podano opis ekspresji E2 w komodrkach bakteryjnych w skali
preparatywne;j.

0 Z pojedynczej kolonii otrzymanej na szalce ze stata pozywka selekcyjna lub ze
stoku  glicerolowego  Eschericha  coli, transformowanych plazmidem
ekspresyjnym kodujacym gen E2, pobierano zaszczepke i przenoszono do 0,02 1
pozywki LB zawierajacej antybiotyki [III.1.10.3] lub antybiotyk (ampicyling)
i glukoze [II1.1.10.4]. Inkubowano 16 h w temperaturze 37°C, wytrzasajac
z predkoscia 250-300 rpm. Szczegélowe dane na temat skladu pozywek

stosowanych dla poszczegdlnych uktadow ekspresyjnych podano w tabeli:
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Tabela I1l.31. Sktad pozywek dla zastosowanych uktadéw ekspresyjnych

Szczep E.coli Plazmid Pozywka
pET-11a LB + chloramfenikol + ampicylina
BL21(DE3)pLysS )
pET-30 Ek/LIC LB + chloramfenikol + kanamycyna
BL21-AI"" One Shot” pET-11a LB + ampicylina + glukoza
Rosetta(DE3)pLysS pET-11a LB + chloramfenikol + ampicylina
o LB + chloramfenikol + kanamycyna +
Origami B(DE3)pLysS pET-11a o
ampicylina

TB1 pMAL LB + ampicylina + glukoza

0 Uzyskana kultura zaszczepiono 1 1 odpowiedniej pozywki i wytrzasano ok.
2,5-3 h z predkoscia 250-300 rpm w temperaturze 37°C, do momentu osiagnigcia
przez hodowlg gestosci optycznej ODgoo = 0,4-0,6. Z niewielkiej porcji hodowli
sporzadzano stok glicerolowy: pobierano 800 ul kultury bakteryjnej, dodawano
100 pl 80% glicerolu, mieszano i zamrazano na suchym lodzie. Przechowywano
w temperaturze -80°C.

0 W pozostalej czgsci hodowli indukowano ekspresje genu kodujacego biatko E2.
Szczegdtowe dane na temat sposobu indukcji ekspresji w poszczegdlnych

szczepach bakteryjnych podano w tabeli:

Tabela I1l.32. Indukcja ekspresji genu E2 w zastosowanych uktadach ekspresyjnych

Szczep E.coli Plazmid Indukcja ekspresji w 11 hodowli

pET-11a
BL21(DE3)pLysS 0,5ml 1 M IPTG (Ci = 0,5 mM)
pET-30 Ek/LIC

I ml 1 MIPTG (Cx=1mM) +

BL21-AI" One Shot" pET-11a

10 ml 20% L-arabinozy (Cy = 0,2%)
Rosetta(DE3)pLysS pET-11a 0,5ml 1 M IPTG (Ci = 0,5 mM)
Origami B(DE3)pLysS pET-11a 0,5ml 1 M IPTG (Ci = 0,5 mM)
TBI1 PMAL-c4E 0,3ml 1 M IPTG (C = 0,3 mM)

0 Hodowle bakteryjna inkubowano 3 h w temperaturze 37°C, badz 16 h
w temperaturze 26°C lub 17°C, wytrzasajac z predkoscia 250-300 rpm.

0 Zawiesing bakterii wirowano 15 min z predkoscia 4000 rpm w temperaturze 4°C.

O Supernatant dekantowano a osad zamrazano w temperaturze -20°C, a nastgpnie

izolowano 1 oczyszczano zawarte w nim biatka [I11.2.25].
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.2.23 Analiza rozpuszczalnosci biatek

0 Pobierano 1 ml kultury bakteryjnej, w ktorej indukowano ekspresj¢ E2 (po
uplywie 3 h badz 16 h od indukcji; [I11.2.22]) i wirowano 1 min z predkoscia
12 000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Osad zamrazano w temperaturze -20°C.

0 Po rozmrozeniu osad zawieszano w 0,1 ml buforu PS1 [II1.1.9.5.1]. W przypadku
analizy biatek ze szczepu E.coli BL21-AI" One Shot”, dodawano dodatkowo
lizozymu, do uzyskania st¢zenia koncowego 2 mg/ml.

0 Inkubowano 15 min na lodzie.

0 Wirowano 15 min z predkoscia 12 000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Do zawartej w supernatancie frakcji biatek rozpuszczalnych dodawano buforu
4x SB [I1.1.9.17.2], do wuzyskania jednokrotnego st¢zenia koncowego
1 analizowano metoda elektroforezy w zelach poliakryloamidowych w warunkach
denaturujacych [II1.2.26].

0 Osad zawierajacy frakcje biatek nierozpuszczalnych zawieszano w 0,1 ml buforu
PS2 [111.1.9.5.2].

0 Inkubowano 15 min w temperaturze 37°C

0 Wirowano 15 min z predkoscia 12 000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Do zawartej w supernatancie frakcji biatek nierozpuszczalnych dodawano buforu
4x SB [II1.1.9.17.2] do wuzyskania jednokrotnego st¢zenia koncowego
1 analizowano metoda elektroforezy w zelach poliakryloamidowych w warunkach

denaturujacych [II1.2.26].

1.2.24 Wymiana buforu i zageszczanie preparatow biatkowych

Preparaty bialkowe zaggszczano przy uzyciu filtrow Amicon Ultra firmy
Millipore (o pojemnosci 15 ml lub 4 ml i punkcie odcigcia 10 000 MWC), zgodnie
z instrukcja producenta. Wymieniajac bufor preparat biatkowy zaggszczano do zadanej

objetosci, a nastepnie przemywano 30 objetosciami nowego buforu.
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.2.25 Oczyszczanie biatek otrzymanych w komoérkach bakteryjnych

1.2.25.1 Chromatografia jonowymienna

0 Osad komorek bakteryjnych [I11.2.22] zawieszano w buforze 1x L [II1.1.9.6.4],
zawierajacym inhibitory proteaz [III.1.1] i 25 U benzonazy [II.1.5.2]. Na 1 g
osadu komorek podawano 2 ml buforu.

0 Inkubowano 30 min na lodzie.

0 Wirowano 15 min z predkoscia 12 000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Zawarty w supernatancie ekstrakt bialkowy nanoszono na kolumng wypetniona
30 ml DEAE-celulozy, zrownowazonej buforem 1x L.

0 Kolumng przemywano 30 ml buforu 1x L.

0 Kolumng przemywano gradientem NaCl w buforze 1x L. Na kolumng naktadano
30 ml porcje buforu 1x L, zawierajacego NaCl w nastgpujacych stgzeniach: 100,
150, 200, 250, 300, 350 i 500 mM. Zbierano frakcje o objgtosci 10 ml (po 3
frakcje dla kazdego stezenia NaCl).

0 Do zebranych frakcji dodawano buforu 4x SB [III.1.9.17.2] do uzyskania
jednokrotnego stezenia koncowego i analizowano metoda elektroforezy w zelach

poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych [I11.2.26].
1.2.25.2 Chromatografia powinowactwa

111.2.25.2.1 Ztoze niklowe

Chromatografie powinowactwa do jonéw niklu Ni*" stosowano jako pierwsza
lub druga w kolejnosci procedurg oczyszczania bialek. W tym drugim przypadku
pomijano cztery pierwsze etapy.

0 Osad komorek bakteryjnych [II1.2.22] zawieszano w buforze I [II1.1.9.6.1],
zawierajacym inhibitory proteaz [III.1.1] i 25 U benzonazy [III.1.5.2]. Na 1 g
osadu komorek podawano 2 ml buforu.

0 Inkubowano 30 min na lodzie.

0 Dodawano 0,2 ml 4 M NaCl na 1 g osadu.

0 Wirowano 15 min z predkoscia 12 000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Do zawartego w supernatancie ekstraktu biatkowego dodawano 1 obje¢tos¢ buforu

IT[I1.1.9.6.2] i 1 ml zloza niklowego, zrownowazonego buforem II.
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O Mieszaning delikatnie wytrzasano 1 h w temperaturze pokojowej, a nastgpnie
nanoszono na kolumng.

0 Kolumng przemywano 10 ml buforu II.

0 Kolumng przemywano gradientem imidazolu w buforze 1x III [III.1.9.6.3]. Na
kolumng nakitadano 10 ml porcje buforu 1xIII, zawierajacego imidazol
w nastgpujacych stezeniach: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 100, 200 mM. Zbierano
frakcje o objetosci 2,5 ml (po 4 frakcje dla kazdego stezenia imidazolu).
Przemywano kolumng 10 ml 1 M imidazolu.

0 Do zebranych frakcji dodawano buforu 4x SB [II1.1.9.17.2] do uzyskania
jednokrotnego st¢zenia koncowego i1 analizowano metoda elektroforezy w zelach

poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych [I11.2.26].

11.2.25.2.2 Ztoze zawierajace biatko S

Oczyszczajac biatko przy uzyciu ztoza zawierajacego bialko S, korzystano
z zestawu SeTag™ rEK Purification Kit [III.1.6].

0 Do otrzymanego po wstgpnym oczyszczaniu na ztozu niklowym preparatu
biatkowego w buforze 1x S [II1.1.9.6.5], dodawano 1 ml zloza zawierajacego
biatko S.

0 Mieszaning delikatnie wytrzasano 30 min w temperaturze pokojowe;.

0 Wirowano 10 min z predkos$cia 500 g w temperaturze pokojowe;.

O Zbierano supernatant, zawierajacy bialka niezwigzane ze zlozem, a zloze
przemywano trzykrotnie buforem 1x S (kazdorazowo zbierajac supernatant,
zawierajacy biatka niezwiazane ze ztozem).

0 Zltoze, zawierajace zwigzane biatka zawieszano w buforze 1x S. Dodawano 10 U
enterokinazy.

0 Mieszaning delikatnie wytrzasano 16 h w temperaturze pokojowe;.

0 Dodawano 0,5 ml ztoza wiazacego enterokinazg.

0 Mieszaning delikatnie wytrzasano 10 min w temperaturze pokojowej, a nastgpnie
naktadano na kolumienke.

0 Wirowano 5 min z predkoscia 500 g w temperaturze pokojowe;.

0 Przemywano kolumienke 1,25 ml buforu 1x S.

O Zbierano przesacz, w ktorym znajdowaly si¢ bialka wiazace si¢ ze ztozem

zawierajacym biatko S.
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0 Do zebranych frakcji dodawano buforu 4x SB [III.1.9.17.2] do uzyskania
jednokrotnego stezenia koncowego 1 analizowano metoda elektroforezy w zelach

poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych [I11.2.26].

11.2.25.2.3 Ztoze amylozowe

0 Osad komorek bakteryjnych [I11.2.22] zawieszano w buforze 1x M [II1.1.9.6.6],
zawierajacym inhibitory proteaz [III.1.1] 1 25 U benzonazy [III.1.5.2]. Na 1 g
osadu komodrek podawano 5 ml buforu.

0 Inkubowano 30 min na lodzie.

0 Wirowano 30 min z predkoscia 9000 g w temperaturze 4°C.

O Zawarty w supernatancie ekstrakt biatkowy naktadano na kolumng wypetiona
1 ml ztoza amylozowego, zrownowazonego buforem 1x M.

0 Kolumng przemywano 12 ml buforu 1x M.

0 Zwiazane biatka wymywano 12 ml buforu 1x M zawierajacego 10 mM maltoze.
Zbierano 10 frakcji o objgtosci 0,5 ml i 2 o objgtosci 1 ml.

O Zebrane  frakcje  analizowano  metoda  elektroforezy @ w  Zelach
poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych [I11.2.26].

o Frakcje, zawierajace biatko fuzyjne MBP-E2 zaggszczano na filtrach Amicon
10 kDa, w obecnosci buforu reakcyjnego dla enterokinazy [I11.1.9.16].

0 Dodawano 10 U enterokinazy i inkubowano 16 h w temperaturze pokojowe;j.

0 Do produktow reakeji cigcia dodawano buforu 4x SB [II1.1.9.17.2] do uzyskania
jednokrotnego stezenia koncowego i analizowano metoda elektroforezy w zelach

poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych [I11.2.26].

1.2.25.3 Saczenie molekularne

O Zaggszczony praparat zawierajacy biatka wstgpnie oczyszczone metoda
chromatografii powinowactwa do jonow niklu [II1.2.25.2.1], nanoszono na
kolumng wypetniona 45 ml zloza Superdex75 16/60 HiLoad.

0 Kolumng przemywano buforem do saczenia molekularnego [I11.1.9.6.7],
z predkoscia przeptywu 0,375 ml/min, zbierajac frakcje o objetosci 2,5 ml, do
momentu wyplukania wszystkich biatek z kolumny.

0 Do zebranych frakcji dodawano buforu 4x SB [III.1.9.17.2] do uzyskania
jednokrotnego stezenia koncowego 1 analizowano metoda elektroforezy w zelach

poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych [I11.2.26].
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11.2.26 Rozdziat elektroforetyczny biatek w zelu poliakryloamidowym

w warunkach denaturujacych (zel PAA)

Zele do rozdziatu elektroforetycznego biatek w warunkach denaturujacych
sktadaty si¢ z goérnego zelu zageszczajacego (5%) i dolnego zelu rozdzielajacego (12%
lub 15%, w zaleznosci od masy czasteczkowej analizowanych biatek) [111.1.11.2].

0 Do badanych preparatow dodawano buforu obciazajacego 4x SB [111.1.9.17.2], do
uzyskania jednokrotnego st¢zenia konicowego.

0 Proby denaturowano przez inkubacje 5 min w temperaturze 95°C i gwaltowne
schtodzenie przez 5 min na lodzie;

0 Prowadzono rozdziat w zelu poliakryloamidowym w buforze 1x R [III.1.9.8],
w obecnos$ci wzorca mas [I11.1.12.2]. Stosowano napigcie 80 V i natgzenie 25 mA
(zel zageszczajacy) oraz 150 V i 50 mA (zel rozdzielajacy).

0 Rozdzielone w zelu biatka uwidaczniano przez nastgpujace po sobie plukania
w trzech roztworach: (i) utrwalajacym, (ii) barwigcym 1 (iii) odbarwiajacym
[[I1.1.8.3], kazdorazowo przez 1 h, w temperaturze pokojowej. Obrazy zeli
w wersji elektronicznej uzyskano przy pomocy zestawu do dokumentacji zeli Gel

Logic 200 firmy Kodak.

i.2.27 Identyfikacja biatek metoda western blot

Procedura identyfikacji biatek metoda western blot obejmowata trzy zasadnicze
etapy: (i) transfer rozdzielonych w zelu bialek na membrang; (ii) przemywanie
1 inkubacje membrany w roztworach zawierajacych przeciwciata (metoda A lub B); (iii)

detekcj¢ sygnalu na membranie.

.2.27.1 Etap 1 - rozdziat elektroforetyczny i transfer

O Rozdzielano  preparaty  biatlkowe metoda  elektroforezy @w  Zelach
poliakryloamidowych, w warunkach denaturujacych [II1.2.26]. Zelu nie
poddawano barwieniu.

0 Zel i bibuty inkubowano 2 min w buforze do transferu [I11.1.9.9] w temperaturze
pokojowej. Membrang PVDF zanurzano w metanolu, a nastgpnie w buforze do
transferu.

0 Bibuly, Zel i membrang umieszczano w aparacie firmy BioRad do elektrotransferu
metoda potsucha. Prowadzono transfer przez 1 h, przy napigciu 10 V i nat¢zeniu

rownemu 1 mA na kazdy cm” pola powierzchni zelu.
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Dalsze etapy przemywania i inkubacji membrany w roztworach zawierajacych
przeciwciata prowadzono na dwa sposoby: metoda standardowa lub z wykorzystaniem

aparatu SNAP i.d.” firmy Millipore.

.2.27.2 Etap 2A - metoda standardowa

0 Membrang dwukrotnie przemywano 10 min 15 ml 1xTBS [III.1.9.11],
w temperaturze pokojowe;.

0 Inkubowano 16 h w 15 ml roztworu blokujacego A [II1.1.8.4.1] w temperaturze
4°C.

0 Dwukrotnie przemywano 10 min 20 ml TBST [III.1.9.10] w temperaturze
pokojowe;j.

0 Przemywano 10 min 15 ml 1x TBS w temperaturze pokojowe;.

O Inkubowano 1h w 10ml roztworu blokujacego A, zawierajacego przeciwciato
I-rzedowe [III.1.7] w temperaturze pokojowe;j.

0 Dwukrotnie przemywano 10 min 20 ml TBST w temperaturze pokojowe;.

0 Przemywano 10 min 15 ml 1x TBS w temperaturze pokojowe;.

0 Inkubowano 1 h w 10 ml roztworu blokujacego A, zawierajacego przeciwciato
[I-rzedowe [III.1.7] w temperaturze pokojowe;.

0 Pigciokrotnie przemywano 10 min 20 ml TBST w temperaturze pokojowe;.

.2.27.3 Etap 2B - metoda SNAP i.d.”

0 Membrang umieszczano w podwojnej kasecie aparatu SNAP i.d.”. Przemywano
15 ml roztworu blokujacego B [I11.1.8.4.2].

O Inkubowano 10 min w 2,5 ml roztworu blokujacego B, zawierajacego
przeciwcialo I-rzedowe [II1.1.7] w temperaturze pokojowe;j.

O Trzykrotnie przemywano 20 ml TBST [III.1.9.10].

O Inkubowano 10 min w 2,5 ml roztworu blokujacego B, zawierajacego
przeciwcialo II-rzedowe [II1.1.7] w temperaturze pokojowe;.

0 Trzykrotnie przemywano 20 ml TBST.

.2.27.4 Etap 3 - detekcja kolorymetryczna

Detekcje kolorymetryczna prowadzono w przypadku zastosowania przeciwciata
II-rzgdowego sprzgzonego z fosfataza alkaliczna, wykorzystujac zestaw AP Detection

Reagent Kit [II1.1.6].
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O Przygotowywano roztwor do detekcji, zawierajacy substraty dla fosfatazy
alkaliczne;j:
o 60 ul NBT
o 60 pl BCIP
. 15 ml 1x AP
0 Membrang umieszczano w roztworze i inkubowano do momentu pojawienia si¢
barwnych prazkéw — produktéw reakcji katalizowanej przez fosfataze¢ alkaliczna
(1-5 min).
0 Membrang przemywano woda destylowana i pozostawiano do wyschnigcia na

bibule. Obrazy membran w wersji elektronicznej uzyskano przy pomocy skanera

komputerowego.
11.2.28 Test ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
11.2.28.1 Badanie wtasciwosci antygenowych biatka E2

0 Przygotowywano roztwor preparatow zawierajacych biatko E2 w buforze 1x PBS
[II1.1.9.12] o stezeniu 2 ng/ul. Do dotkow plytki nanoszono po 50 pl roztworu.

0 Plytke inkubowano 2 h w temperaturze pokojowe;j.

0 Plytke przemywano korzystajac z automatycznej phluczki firmy BioRad.
Wykonywano pig¢ cykli przemywania 300 pl buforu PBST [II1.1.9.13], z czasem
nasigkania 30 s.

0 Do dotkéw ptytki nanoszono po 200 pl 5% roztworu odtluszczonego mleka
w buforze 1x PBS.

0 Inkubowano 2 h w temperaturze pokojowe;.

O Plytke¢ przemywano Kkorzystajac z automatycznej pluczki firmy BioRad.
Wykonywano pig¢ cykli przemywania 300 pl buforu PBST, z czasem nasiakania
30s. Przed przystapieniem do kolejnych etapow, przygotowana ptytke
przechowywano 16 h w temperaturze 4°C.

0 Do dotkéw plytki nanoszono po 200 pl buforu PBS zawierajacego przeciwcialo
I-rzedowe, kozie poliklonalne przeciw biatku E2 [III1.1.7].

0 Inkubowano 1 h w temperaturze pokojowe;.

0 Plytke przemywano korzystajac z automatycznej pluczki ETI-System firmy
DiaSorin. Wykonywano pig¢ cykli przemywania 300 ul buforu przemywajacego

(pochodzacego z zestawu firmy DiaSorin [III.1.6]), z czasem nasigkania 30 s.
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0 Do dotkéw ptytki nanoszono po 200 upl buforu PBS zawierajacego przeciwciato
II-rzgdowe, krolicze przeciwko kozim immunoglobulinom, sprz¢zone
z peroksydaza chrzanowa [I11.1.7].

0 Inkubowano 1 h w temperaturze pokojowe;.

0 Plytk¢ przemywano korzystajac z automatycznej ptuczki ETI-System firmy
DiaSorin. Wykonywano pig¢ cykli przemywania 300 pl buforu przemywajacego
(pochodzacego z zestawu firmy DiaSorin [III.1.6]), z czasem nasigkania 30 s.

0 Do dotkéw ptytki nanoszono po 100 ul roztworu zawierajacego chromogen
1 substrat (pochodzacego z zestawu firmy DiaSorin [I11.1.6]).

0 Inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej, w ciemnosci.

0 Do dotkéw plytki nanoszono po 100 pl roztworu hamujacego.

0 Dokonywano odczytu absorbancji przy dtugosciach fali A = 630 nm i A = 450 nm
za pomoca automatycznego czytnika ptytek ELx800 firmy BIO-TEK.

11.2.28.2 Wykrywanie przeciwciat anty-HCV i anty-E2 w surowicach
pacjentow
Test ELISA stosowano jako metod¢ wykrywania przeciwciatl specyficznych
wobec biatek HCV w surowicach pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu
C. Badanie przeprowadzono z wykorzystaniem testu IV generacji ETI-AB-HCVK-4
[II1.1.6], zgodnie z instrukcja producenta. Nastepnie procedure zmodyfikowano w celu
wykrycia przeciwcial specyficznych wobec dwoch badanych wariantéw biatka E2.

0 Przygotowywano roztwor preparatow zawierajacych biatko E2 w buforze 1x PBS
[II1.1.9.12] o stezeniu 2 ng/pl. Do dotkéw ptytki nanoszono po 50 pl roztworu.

0 Inkubowano 2 h w temperaturze pokojowe;.

0 Plytke¢ przemywano korzystajac z automatycznej pluczki firmy BioRad.
Wykonywano pi¢¢ cykli przemywania 300 pl buforu PBST [II1.1.9.13], z czasem
nasigkania 30 s.

0 Do dotkéw plytki nanoszono po 200 pl 5% roztworu odtluszczonego mleka
w buforze 1x PBS.

0 Inkubowano 2 h w temperaturze pokojowe;.

0 Plytke przemywano korzystajac z automatycznej pluczki firmy BioRad.
Wykonywano pi¢¢ cykli przemywania 300 pl buforu PBST, z czasem nasigkania
30s. Przed przystapieniem do kolejnych etapow, przygotowana ptytke

przechowywano 16 h w temperaturze 4°C . Dalsze postgpowanie prowadzono
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korzystajac z odczynnikéw wchodzacych w sktad zestawu ETI-AB-HCVK-4
firmy DiaSorin.

Do dotkéw ptytki nanoszono po 200 pl rozcienczalnika probek oraz 20 pl
surowicy. Do dotka przeznaczonego na $lepa probe nanoszono tylko
rozcienczalnik, do dotka przeznaczonego na kontrolg negatywna nanoszono 20 pl
surowicy pochodzacej od osoby niezakazonej HCV 1 nieposiadajacej przeciwcial
przeciwko temu wirusowi.

Inkubowano 1 h w temperaturze 37°C.

Plytke przemywano korzystajac z automatycznej ptuczki ETI-System firmy
DiaSorin. Wykonywano pi¢¢ cykli przemywania 300 pl buforu przemywajacego,
z czasem nasiakania 30 s.

Do dotkéw ptytki nanoszono po 100 pl roztworu koniugatu, przygotowanego
poprzez zmieszanie st¢zonego koniugatu i1 odpowiedniego rozcienczalnika
w stosunku 1:100. Koniugat stanowily mysie przeciwciala monoklonalne,
skierowane przeciwko ludzkim immunoglobulinom, sprz¢zone z peroksydaza
chrzanowa.

Inkubowano 1 h w temperaturze 37°C.

Ptytke przemywano korzystajac z automatycznej pluczki ETI-System firmy
DiaSorin. Wykonywano pig¢ cykli przemywania 300 ul buforu przemywajacego,
z czasem nasiakania 30 s.

Do dotkéw ptytki nanoszono po 100 pl roztworu zawierajacego chromogen
1 substrat.

Inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej, w ciemnosci.

Do dotkéw ptytki nanoszono po 100 pl roztworu hamujacego.

Dokonywano odczytu absorbancji przy dlugosciach fali A = 630 nm i A = 450 nm
za pomoca automatycznego czytnika ptytek ELx800 firmy BIO-TEK.
Wszystkiem pomiary normalizowano wzgledem $lepej proby. Probe
przyjmowano jako pozytywna, gdy warto$¢ pomiaru przekraczata trzykrotnie

$rednig warto$¢ trzech kontroli negatywnych.
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11.2.29 Analiza wigzania biatka E2 z receptorem CD81 limfocytéw B

0 Limfocyty B transformowane wirusem Eppsteina-Barr (ok. 100 000 komorek)
zawieszano w 50 ul buforu 1x PBS [I11.1.9.12].

0 Do zawiesiny komoérek dodawano 1 ug preparatu zawierajacego biatko E2.
Pozostawiano dwie proby kontrolne (A i B) bez preparatu biatkowego.

0 Inkubowano 30 min w temperaturze 4°C.

O Przemywano 2 ml buforu 1x PBS i wirowano 5 min z predkoscia 1200 rpm.
Bufor dekantowano, pozostawiajac ok. 50 pl.

0 Do zawiesiny zawierajacej preparat E2 oraz do proby kontrolnej B dodawano 1 pl
I-rzgdowego koziego przeciwciata poliklonalnego, przeciwko biatku E2 HCV
[II.1.7].

0 Inkubowano 30 min w temperaturze 4°C.

0 Przemywano 2 ml buforu 1x PBS i wirowano 5 min z predkoscia 1200 rpm.
Bufor dekantowano, pozostawiajac ok. 50 pl.

0 Do zawiesiny zawierajacej preparat E2 oraz do proby kontrolnej B dodawano 1 pl
II-rzedowego  oslego  przeciwciala  poliklonalnego  przeciwko  kozim
immunoglobulinom G, sprz¢zonego z fikoerytryna [1I1.1.7].

0 Inkubowano 30 min w temperaturze 4°C.

0 Przemywano 2 ml buforu 1x PBS i wirowano 5 min z pr¢dkoscia 1200 rpm.
Bufor dekantowano.

0 Dokonywano pomiaru fluorescencji limfocytow przy uzyciu cytometru
przeplywowego FACSCanto firmy BD Biosciences. Wartosci pomiardéw dla prob
zawierajacych preparat E2 odnoszono do prob kontrolnych A (limfocyty B) 1 B

(limfocyty B inkubowane z przeciwcialami pod nieobecno$¢ biatka E2).

1.2.30 Otrzymywanie genomowych czasteczek RNA wirusa mozaiki

stoktosy metoda transkrypcji in vitro

Transkrypcje in vitro prowadzono korzystajac z gotowego zestawu
mMESSAGE mMACHINE® T7 Kit [II.1.6]. Zestaw ten umozliwia otrzymanie RNA
zawierajacego struktureg kapu na koncu 5°. Matrycami w reakcji byly plazmidy kodujace
cDNA odpowiadajace genomowym czasteczkom RNA wirusa mozaiki stoktosy
(ang. brome mosaic virus, BMV) [III.1.3], pod promotorem T7. Na koncu 3’ ¢cDNA

wprowadzono unikalne miejsce rozpoznawane przez restryktazg EcoRI, umozliwiajace
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zliniowanie plazmidu przed transkrypcja 1 otrzymanie prawidtowego konca 3’

wirusowego RNA.

Tabela I1l.33. Sktad mieszaniny reakcyjnej transkrypcji

Odczynnik llos¢
matryca (zliniowany plazmid) 0,6 nug
bufor reakcyjny (C, = 10%, C = 1%) 1 ul
NTP/CAP" (C, = 2%, Cy = 1%) 5ul
Enzyme Mix'V 1 ul
H,O do 10 !

(1) Oryginalne nazwy odczynnikéw wchodzacych w sktad zestawu mMESSAGE mMACHINE® T7 Kit.

O Mieszaning reakcyjna inkubowano 2 h w temperaturze 37°C.

0 Dodawano 1 pl DNazy TURBO.

0 Inkubowano 15 min w temperaturze 37°C.

0 Dodawano 39 ul H,O wolnej od nukleaz.

O Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w zelach agarozowych

w warunkach natywnych [I11.2.6].

1.2.31 Inokulacja lisci komosy Chenopodium quinoa

0 Sporzadzano mieszaning inokulacyjna, zawierajaca:
o 10 pl roztworu RNA1 BMV [I11.2.30]
. 10 pl roztworu RNA2 BMV
o 10 pl roztworu RNA3 BMV
o 10 ul 5% stezonego buforu inokulacyjnego [I11.1.9.8]
) 10 ul H,O
0 Inokulacji poddawano ros$liny, ktore wczesniej przebywaty ok. 12 h w ciemnosci.
15 pl mieszaniny inokulacyjnej nanoszono i rozprowadzano na lisciu.
0 Po inokulacji rosliny spryskiwano delikatnie woda 1 pozostawiano w ciemnos$ci
na kolejne 12 h.

0 Inokulowane ro$liny przenoszono do szklarni lub pokoju hodowlanego.

.2.32 Ekstrakcja RNA z zakazonych roslin

0 Do wycigtego skalpelem zakazonego fragmentu rosliny dodawano 100 pl buforu
ekstrakcyjnego [111.1.9.15] i homogenizowano tkanke ro$linna.

0 Dodawano 100 pl fenolu, wytrzasano 30 s.
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0 Wirowano 5 min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Pobierano fazg wodna i dodawano do niej 50 pl fenolu i 50 pl chloroformu.

0 Wirowano 5 min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Pobierano faze wodna i dodawano do niej 100 pl chloroformu.

0 Wirowano 5 min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze 4°C.

0 Pobierano fazg wodna i wytracano zawarte w niej kwasy nukleinowe dodajac
3 objgtosci 96% etanolu i inkubujac 16 h w temperaturze -20°C.

0 Wirowano 20 min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze 4°C.

O Supernatant dekantowano a osad przemywano 70% etanolem.

0 Rozpuszczano w wodzie wolnej od nukleaz.
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IV Wyniki

IV.1 Analiza struktury populacji wirusa zapalenia watroby typu C

Analiz¢ populacji wirusowej postanowiono przeprowadzi¢ metoda klonowania
i sekwencjonowania poszczegdlnych wariantow wirusowych. Poniewaz zar6wno
namnozenie, jak 1 wielokrotne sekwencjonowanie catlego genomu HCV bytoby bardzo
czasochtonne oraz kosztowne, dokonano wyboru jego reprezentatywnych fragmentow,
ktore postuzyly do dalszej analizy. Przy wyborze wilasciwych rejonow przyjeto
nastgpujace kryteria: (i) poddany badaniom fragment powinien by¢ mozliwy do
przesekwencjonowania w pojedynczej reakcji (nie powinien zatem przekracza¢ 600
nukleotydéw); (ii) drzewo filogenetyczne skonstruowane dla wybranego rejonu
powinno by¢ podobne do drzewa otrzymanego dla catego genomu; (iii) ze wzgledu na
réznice poziomu polimorfizmu w obrgbie genomu HCV, poszukiwany fragment
powinien obejmowaé zaréwno rejony zmienne, jak i bardziej stabilne (Figlerowicz et

al., 2005; Kedziora et al., 2005).

IV.1.1 Wybér reprezentatywnego rejonu genomu HCV

Pierwszy etap badan polegal na analizie filogenetycznej mozliwie wielu
(najlepiej wszystkich dostgpnych) sekwencji aminokwasowych poliproteiny HCV.
Szczegoblnie cennym zrodltem informacji na ich temat byla internetowa baza danych,

Hepatitis Virus Database (http://s2as02.genes.nig.ac.jp/index.html). Z bazy pobrano ok.

160 pelnych sekwencji poliproteiny. Pochodzily one z izolatéw reprezentujacych
wszystkie genotypy HCV. Nastepnie wyodrebniono z nich sekwencje poszczegdlnych
biatek. W rezultacie otrzymano 11 zbiorow: jeden zawierajacy kompletne sekwencje
poliproteiny HCV oraz dziesig¢ zawierajacych sekwencje poszczegélnych bialek
wirusowych. Kazdy zbior poddano analizie filogenetycznej, wykorzystujac algorytm
Neighbor-Joining, zaimplementowany w pakiecie programéw MEGA 3.1 (Kumar et al.,
2008; Tamura et al., 2007). Algorytm ten dokonuje grupowania sekwencji na podstawie
podobienstwa migdzy nimi, rozpoczynajac od taczenia w pary sekwencji najbardziej
zblizonych (o najnizszej wartosci wspotczynnika w macierzy odlegtosci) (Saitou i1 Nei,

1987). W rezultacie uzyskano 11 drzew filogenetycznych [rysunek IV.1].
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Rysunek 1V.1. Drzewa filogenetyczne skonstruowane na podstawie sekwencji
aminokwasowych HCV, zdeponowanych w internetowej bazie danych Hepatitis Virus
Database.

Analize filogenetyczna przeprowadzono na podstawie ok. 160 sekwencji poliproteiny, jak réwniez
wyodrebnionych z niej sekwencji poszczegélnych biatek wirusowych: C, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A i NS5B.

Wigkszo§¢ drzew otrzymanych dla  poszczegdlnych bialek  dobrze
odzwierciedlata topologi¢ drzewa skonstruowanego dla catej poliproteiny. Niewielkie
rozbieznosci wystapity jedynie w przypadku biatek: C, p7 1 NS4A. Biorac pod uwage
wstepne zatozenia, jak rdwniez rolg biatek w cyklu replikacyjnym patogenu, do dalszej
analizy wybrano dwa fragmenty genomu HCV [rysunek IV.2]. Pierwszy z nich,
o dhugosci 462 nukleotydéw, nazwany AF, obejmowal koniec karboksylowy
glikoproteiny El i odcinek aminowy E2 (pozycje 1425-1886'%)). Tym samym, obok
reszt wzglednie stabilnych, zawierat takze rejon hiperzmienny 1 (HVRI1). Drugi,
546-nukleotydowy fragment, nazwany IFN-R (6942-7505), zlokalizowany byt
w obrgbie biatka NS5A i zawieral kilka odcinkoéw, ktorym przypisuje si¢ bezposredni

udziat w przeciwdzialaniu odpowiedzi interferonowej. Byly to: rejon warunkujacy

@ Pozycje nukleotydowe odnosza si¢ do sekwencji genomu HCV-1a, zdeponowanej w internetowej bazie

danych GenBank pod numerem NC 004102.
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wrazliwo$¢ na interferon (ang. interferon sensitivity determining region, ISDR), miejsce

wiazania kinazy PKR 1 rejon o wysokim poziomie polimorfizmu, V3.
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Rysunek IV.2. Reprezentatywne rejony genomu HCV, wybrane do analizy struktury
populacji wirusowej.

Niebieskim prostokatem oznaczono pierwszy wybrany rejon, nazwany AF. Obejmuje on pozycje
nukleotydowe 1425-1886 i obok obszarow wzglednie stabilnych (RS), zawiera rejon hiperzmienny 1
(HVR1). Rézowym prostokatem oznaczono drugi wybrany rejon, nazwany IFN-R. Obejmuje on pozycje
nukleotydowe 6942-7505. Obok obszardw, ktorym nie przypisuje sie specyficznej funkcji (R), zawiera
odcinki, ktorym przypisywana jest istotna rola w przeciwdziataniu odpowiedzi przeciwwirusowej
gospodarza: rejon warunkujacy wrazliwos¢ na interferon (ISDR), miejsce wiazania kinazy PKR (PKR)
i rejon o wysokim poziomie polimorfizmu (V3).

IV.1.2 Amplifikacja, klonowanie i sekwencjonowanie rejonu AF

Dokonawszy wyboru dwodch reprezentatywnych rejonéw genomu HCV,
namnozono pierwszy z nich, odcinek AF. Matryca w reakcji odwrotnej transkrypcji
i amplifikacji byt catkowity RNA genomowy HCV-1a, izolowany z surowicy krwi 23
pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby typu C, objetych opieka w Klinice
Choréb Zakaznych i Neurologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Dzieci poddano terapii skojarzonej interferonem i
rybawiryna lub pegylowanym interferonem i rybawiryna, zgodnie z przyjetym
schematem (Figlerowicz et al., 2004). Typ odpowiedzi na leczenie okreslano zgodnie
z obowiazujacymi wowczas standardami, analizujac poziom RNA HCV w 24., 48.1 72.
tygodniu po rozpoczgceiu terapii. Brak odpowiedzi (ang. no response, NR) wykazywali
pacjenci, u ktéorych wynik testu byt za kazdym razem dodatni. U oséb, u ktérych
poziom RNA HCV obnizal si¢ ponizej poziomu wykrywalnosci we wszystkich trzech
punktach czasowych, stwierdzano trwata odpowiedz (ang. sustained response, SR).
Spadek poziomu RNA ponizej progu detekcji w czasie T24 lub T24 1 T48, po ktérym
nastgpowal jego ponowny wzrost, okreslany byl jako odpowiedz przejSciowa
(ang. transient response, TR). Wybrane parametry charakteryzujace pacjentow

przedstawiono w tabeli [tabela IV.1].
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Tabela IV.1. Wybrane parametry kliniczne i wirusologiczne, charakteryzujace pacjentow,
u ktérych przeprowadzono analize populacji HCV

Pacjent lealsak) Plec Poziom RNA HCV (kopie/ml) lx‘;’:}"‘ia Uwagi
TO T24 T48 T72
P1-01 8 7D 7803000 607500 5300000 6254000 NR®
P1-02 8 m® 14148000 1155600 7250000 8388000 NR
P1-03 12 Z 804 600 283 500 725 900 894 000 NR
P1-04 17 m 9072 000 @ 669330 4206000 TR®
P1-05 14 m 9018000 10503000 9504000 11205000 NR
P1-06 11 z 337 500 - - - SR®
P1-07 9 m 631 800 - 791 500 684 300 TR
P1-08 10 zZ 858 600 - - - SR
P1-09 10 m 804 600 - - . SR
P1-10 10 z 46 440 - - - SR
P2:02 12z 768600 - - : SR nowotworowa
P2-04 13 m 11280000 9750000 12396000 30260 000 NR
P2-05 11 Z 2170 000 2 880 600 3070 400 7 240 600 NR immunosupresja(7)
P2-08 16 z 1870 000 - - . SR
P2-10 11 m 2670000 1800400 2310000 2380900 NR immunosupresja
P2-17 8 m 56 300 000 - - - SR
P2-18 15 zZ 696 000 - - - SR
P2-19 10 Vs 726 000 199 000 366 000 1310 000 NR
P2-20 15 z 152 000 - - - SR
P2-22 11 m 713 000 - - - SR
P2-23 10 m 840 000 4870 bo® blo NR
P2-24 16 Z 286 000 - - 11200 000 TR
P2-28 14 Z 365 000 847 000 9210 000 117 000 NR immunosupresja

M ple¢ zenska; @ ple¢ meska; @ brak odpowiedzi na terapie;  niewykrywalny poziom RNA HCV;
(S)Odpowiedi przej$ciowa; © odpowiedz trwata; 7 w przeszlosci stosowano immunosupresyjne leczenie
przeciwnowotworowe; ® brak oznaczen.

Do okreslenia struktury quasi-gatunku HCV wykorzystano material genetyczny
wirusa, obecny w probkach krwi pobieranej rutynowo w zwiazku w prowadzonym
leczeniem lub obserwacja. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (pozwolenie nr 712/02 z dnia
05.09.2002). RNA wirusowy wyizolowany z surowicy pacjentOw otrzymano dzigki
uprzejmo$ci dr hab. n. med. Magdaleny Figlerowicz. Reakcje RT-PCR [III.2.1]
prowadzono korzystajac z zestawu OneStep RT-PCR Kit [III.1.6]. W zestawie tym
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znajduje si¢ mieszanina enzymoéw, w sklad ktorej wchodza zarowno odwrotne
transkryptazy, jak i oplaszczona przeciwciatami polimeraza DNA. Dzigki temu, synteza
cDNA i nastgpujacy po niej PCR zachodzily w tej samej probdéwce, oddzielone jedynie
15 minutowym czasem inkubacji w temperaturze 95°C. Wowczas to dochodzito do
dezaktywacji odwrotnych transkryptaz i uaktywnienia polimerazy DNA. W mieszaninie
reakcyjnej byty obecne dwa startery: HVR-Z5 1 HVR-Z3 [III.1.4]. Oligonukleotyd
komplementarny do konca 3’ namnazanego fragmentu (HVR-Z3) stuzyt zatem jako
starter zarowno w reakcji syntezy cDNA, jak 1 pdzniejszej amplifikacji. Produkt reakcji
rozcienczano 50-krotnie 1 wykorzystywano do kolejnej reakcji PCR [IIL.2.3],
z zastosowaniem starterow HVR-WS5 1 HVR-W3 [IIl.1.4], specyficznych wobec
sekwencji zlokalizowanej wewnatrz produktu RT-PCR. Ta strategia pozwolila na
specyficzne 1 wydajne namnozenie dsDNA, odpowiadajacego rejonowi AF genomu
HCV. Dodatkowo, startery HVR-W5 i HVR-W3 wprowadzaty miejsca rozpoznawane
przez endonukleazy restrykcyjne, odpowiednio, BamHI i EcoRI. Otrzymany w wyniku
zastosowanej procedury produkt reakcji byl poddawany cigciu restrykcyjnemu
[[I1.2.8.1], a nastgpnie ligacji [II1.2.12] z plazmidem pUCI8 lub pUC19 [III.1.3],
uprzednio przecigtym za pomoca tych samych enzymow restrykcyjnych. Plazmidy te
posiadaja identyczna sekwencjg, lecz roznia si¢ orientacja wielokrotnego miejsca
klonowania. W kolejnym etapie produkt ligacji zostal wykorzystany do transformacji
komoérek kompetentnych E.coli DH5a [I11.2.18.2]. Po transformacji komoérki hodowano
na statej pozywce LB, zawierajacej ampicyling [I11.1.10.1]. Poniewaz plazmidy pUC18
1 pUCI9 posiadaja gen kodujacy enzym hydrolizujacy ampicyling, na pozywce
selekcyjnej przezywaty jedynie te bakterie, do ktorych wprowadzony zostal plazmid.
Ponadto oba wektory naleza do grupy plazmidéw, dla ktéorych mozna stosowac test
a-komplementacji jako metode selekcji zadanych kolonii bakteryjnych. Posiadaja
bowiem gen lacZ, kodujacy B-galaktozydaze, pod kontrola promotora lac, ktérego
induktorem jest IPTG. Dodanie IPTG do pozywki aktywuje ekspresj¢ genu lacZ
isyntez¢ enzymu, ktory rozkladajac X-Gal tworzy produkt, nadajacy koloniom
niebieska barwe. Miejsce klonowania w plazmidzie umieszczono w obrgbie genu lacZ,
co powoduje, iz wprowadzanie obcego DNA wywotuje jego insercyjna inaktywacje. W
rezultacie, X-Gal nie jest metabolizowany, a kolonie transformowane zadanym
konstruktem maja barwe biala. Dodanie do pozywki IPTG oraz X-Gal powoduje wigc
powstanie na szalkach mieszaniny bialych i niebieskich kolonii. Biate kolonie

wykorzystywano do przygotowania kultur bakteryjnych w plynnej pozywce LB,
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zawierajacej ampicyling [II1.1.10.3], z ktorych nastepnie izolowano plazmidy [III1.2.9].
Plazmidy posiadajace wtasciwy insert identyfikowano na drodze cigcia restrykcyjnego
enzymami EcoRI i BamHI [II.2.8.1]. Do dalszych badan wybierano te, ktore
wyzwalaty fragment o dlugosci 472 par zasad. Wyselekcjonowane w ten sposob
plazmidy oczyszczano [III.2.7] i poddawano sekwencjonowaniu [II1.2.11] z uzyciem
startera F-pUC19 [III.1.4]. Zastosowana procedura, polegajaca na sekwencjonowaniu
niezaleznych klonéw, umozliwila poznanie sekwencji AF pojedynczych wariantow
wirusowych, reprezentujacych dany quasi-gatunek HCV. Podejscie takie zastosowano
do identyfikacji wariantéw wystepujacych w 46 probach, izolowanych od 23 pacjentow
przed wdrozeniem terapii (TO) oraz po dwodch tygodniach jej trwania (T2). We
wszystkich przypadkach przesekwencjonowano co najmniej 20 niezaleznych klonow.

W ten sposéb przeanalizowano 23 populacje w dwéch punktach czasowych, TO i T2.

IV.1.3 Analiza bioinformatyczna na podstawie rejonu AF

Dla kazdej z 23 analizowanych populacji wirusowych uzyskano dwa odrgbne
zbiory sekwencji wariantow. Pierwszy charakteryzowal warianty w TO, drugi w T2.
W kolejnym etapie dokonano translacji in silico (przepisanie sekwencji nukleotydowej
na aminokwasowa), a takze wyodrgbniono z rejonu AF jego komponenty: RS 1 HVRI.
Wstepnie badaniami objgto réwniez sekwencje nukleotydowe, jednakze stwierdzono, ze
analiza na poziomie biatka jest znacznie bardziej informatywna. W rezultacie, dla
kazdej populacji wirusowej i obu punktéw czasowych, uzyskano trzy zestawy
sekwencji aminokwasowych: AF, RS i HVR1. Na tym etapie odrzucono sekwencje
kodujace niefunkcjonalne biatka (zawierajace kodon stop badZ przesunigcie ramki
odczytu), stad w przypadku niektérych populacji liczba badanych sekwencji
aminokwasowych uleglta zmniejszeniu. Nastgpnie wyznaczono liczbe wariantow
wirusowych, obecnych w danej populacji, oraz poziom jej zréznicowania, wyrazony za
pomoca $redniej odlegtosci Hamminga. W celu wykonania powyzszych analiz,
postuzono si¢ programem do obliczania stopnia zlozono$ci quasi-gatunku i skryptami
w jezyku Perl, otrzymanymi dzigki uprzejmosci mgr inz. Pawla Kedziory z Instytutu
Informatyki Politechniki Poznanskiej, oraz pakietem programéw EmbossWin. Te same
zestawy sekwencji wykorzystano takze do dokonania analizy filogenetycznej,
przeprowadzonej przy uzyciu algorytmu Neighbor-Joining, zaimplementowanego

w pakiecie programéw MEGA 4.
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Pierwszy etap analizy bioinformatycznej, obejmujacy okreslenie liczby
wariantow wirusowych (ang. number of different variants, NDV), polegal na
poréwnaniu sekwencji, reprezentujacych pojedynczy quasi-gatunek w danym punkcie
czasowym. Na tej podstawie zbadano nie tylko ile réznych wariantow sktadato si¢ na
populacje, lecz takze z jaka czestoscia wystgpowat kazdy z nich. Wyniki uzyskane dla
obu punktéw czasowych poréwnano w celu zidentyfikowania wariantow, ktore byty
unikalne dla danego punktu czasowego oraz tych, ktére wystgpowaly w obu punktach,
tj. TO 1 T2. Analizg przeprowadzono dla rejonu AF oraz osobno dla jego komponentow:
RS i HVRI.

Liczba wariantéw wirusowych, okre$lona na podstawie rejonu AF przed
wdrozeniem leczenia (T0), wynosita od 6 u jednego pacjenta NR, do 20 u jednego
pacjenta TR i trzech SR, zwykle przyjmujac wartosci powyzej 11 [rysunek IV.3].
Wsrdd niektérych populacji, pochodzacych gléwnie od pacjentéw NR, czgsto
obserwowano dominacj¢ jednego z wariantéw — w zbiorze ok. 20 analizowanych
sekwencji jedna powtarzata si¢ kilkakrotnie, maksymalnie 12 razy (P1-01). Wyniki
uzyskane dla tych samych quasi-gatunkéw po dwoéch tygodniach trwania terapii (T2)
wykazaty, ze interferon i rybawiryna wptywaja na populacje wirusowe w rdzny sposob.
W przypadku niektorych, liczba zidentyfikowanych wariantow pozostata bez zmian
(P1-02, P2-04, P1-04, P2-08, P2-22), podczas gdy w innych rosta (P1-01, P1-03, P2-10,
P2-19, P2-23, P2-28, P1-07, P2-02) badz malata (P1-05, P2-05, P2-24, P1-06, P1-08,
P1-09, P1-10, P2-17, P2-18, P2-20). Co cickawe, populacje przejawiajace wzrost liczby
wariantow pochodzity gldwnie od pacjentéw NR, natomiast te, w ktorych ta liczba
malata, pochodzity od pacjentow SR. Na przestrzeni dwodch tygodni nastapily takze
zmiany jako$ciowe w obregbie analizowanych quasi-gatunkow. Zaobserwowano:
(1) powstanie wariantow dominujacych, nieobecnych przed leczeniem (P1-06, P1-08),
(i1)) powstanie nowych kodominantéw (P1-02), (iii) zmniejszenie udziatu wariantu
dominujacego (P1-01), badz (iv) zwigkszenie udziatu wariantu dominujacego (P2-05).
We wszystkich badanych populacjach zidentyfikowano takze nowe warianty, ktérych
obecnosci nie wykazano w pierwszym punkcie czasowym. Jedynie w przypadku trzech
quasi-gatunkow (P1-06, P1-08, P2-08) zbiory sekwencji dla TO 1 T2 byly catkowicie
rozne.

Badania przeprowadzone na podstawie samego rejonu RS przyniosty
analogiczne wyniki [rysunek IV.4]. Liczba wariantow wirusowych byta porownywalna

w populacjach pochodzacych od pacjentow z wszystkich trzech grup. Ponownie,
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w przypadku  wigszosci  quasi-gatunkdw  pochodzacych od pacjentow SR,
zaobserwowano spadek liczby wariantow po dwoch tygodniach terapii.

Analiza rejonu HVRI istotnie uwypuklita tendencje obserwowane w obrgbie
pelnej sekwencji AF [rysunek IV.5]. Zaobserwowano wyrazna dominacj¢ jednego
z wariantow, przede wszystkim w populacjach pochodzacych od pacjentow NR, lecz
takze TR 1 SR. W pierwszej z wymienionych grup liczba wariantéw wirusowych bylta
ponadto nizsza i wynosila 2-9, podczas gdy w trzeciej 4-16, zwykle przekraczajac 10.
W kazdym z badanych quasi-gatunkow, wsrod wariantow zidentyfikowanych w T2
wystapity takze takie, ktore byly obecne w probach izolowanych przed rozpoczgciem
leczenia. Ponownie, poréwnujac dane dla TO i T2 stwierdzono, ze w wigkszosci
populacji pochodzacych od pacjentow NR leczenie powodowato wzrost liczby

wariantow, podczas gdy jej spadek przewazal w populacjach obecnych u pacjentow SR.
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Rysunek IV.3. Wyznaczona na podstawie rejonu AF liczba wariantow wirusowych (NDV),
zidentyfikowanych u pacjentow wykazujacych rézna odpowiedz na terapie (A - brak
odpowiedzi, NR; B - odpowiedz przejsciowa, TR; C - odpowiedz trwata, SR).

Wykresy kotowe przedstawiaja udziat kazdego wariantu w populacji wirusowej, przed terapia (TO) i po
dwoch tygodniach jej trwania (T2). Kazdy sektor wykresu reprezentuje pojedynczy wariant, natomiast
liczby okreslaja czestos¢ jego wystepowania w populacji (brak liczby oznacza, ze dany wariant
zidentyfikowano tylko raz).
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Rysunek IV.4. Wyznaczona na podstawie rejonu RS liczba wariantow wirusowych (NDV),
zidentyfikowanych u pacjentow wykazujacych rézna odpowiedz na terapie (A - brak
odpowiedzi, NR; B - odpowiedz przejsciowa, TR; C - odpowiedz trwata, SR).

Wykresy kotowe przedstawiaja udziat kazdego wariantu w populacji wirusowej, przed terapia (T0) i po
dwoch tygodniach jej trwania (T2). Kazdy sektor wykresu reprezentuje pojedynczy wariant, natomiast
liczby okreslaja czestos¢ jego wystepowania w populacji (brak liczby oznacza, ze dany wariant
zidentyfikowano tylko raz).
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Rysunek IV.5. Wyznaczona na podstawie rejonu HVR1 liczba wariantéw wirusowych
(NDV), zidentyfikowanych u pacjentéw wykazujacych rozna odpowiedz na terapie
(A - brak odpowiedzi, NR; B - odpowiedz przejsciowa, TR; C - odpowiedz trwata, SR).
Wykresy kotowe przedstawiaja udziat kazdego wariantu w populacji wirusowej, przed terapia (T0) i po
dwoch tygodniach jej trwania (T2). Kazdy sektor wykresu reprezentuje pojedynczy wariant, natomiast
liczby okreslaja czestos¢ jego wystepowania w populacji (brak liczby oznacza, ze dany wariant
zidentyfikowano tylko raz).

Cho¢ liczba wariantow wirusowych jest istotnym parametrem, opisujacym
strukture¢ quasi-gatunku, to nie pozwala jednak okresli¢, w jakim stopniu
zidentyfikowane warianty réznia si¢ migdzy soba. W celu opisania poziomu
zréznicowania populacji wirusowych postluzono si¢ miara matematyczna, jaka jest
srednia odlegto§¢ Hamminga. Sekwencje zawarte w jednym zbiorze zostaty poréwnane
parami. Dla kazdej pary okreslono liczbe rézniacych je reszt aminokwasowych, czyli
odlegtos¢ Hamminga. Biorac pod uwage wyniki otrzymane dla wszystkich mozliwych

par sekwencji, wyznaczono $rednia odlegto§¢ Hamminga dla danej populacji. Tak jak
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w przypadku liczby wariantow wirusowych, analiz¢ przeprowadzono oddzielnie dla
rejonu AF oraz obu jego skladowych: RS i HVRI.

Srednia odleglos¢ Hamminga dla rejonu AF roznila si¢ znaczaco w obrebie
trzech analizowanych grup quasi-gatunkéw [rysunek IV.6A]. Przed rozpoczgciem
terapii byta najnizsza w populacjach obecnych u pacjentow NR 1 wynosita 0,94-12, w 9
przypadkach na 10 nie przekraczajac jednak 4. Tymczasem, w populacjach
pochodzacych od dzieci TR 1 SR, warto$¢ tego parametru wynosita, odpowiednio,
5,12-10,76 1 4,5-14,47, zwykle przekraczajac 6. Innymi stowy, przecigtne wartosci
poziomu zrdéznicowania rejonu AF, jakie mozna przypisa¢ quasi-gatunkom HCV
w obregbie trzech grup pacjentdow o roznej odpowiedzi na terapi¢ to: (i) NR — 3,52;
(i) TR — 7,48; (iii) SR — 10,78. Po dwoch tygodniach leczenia nie zaobserwowano
istotnych zmian $redniej odlegtosci Hamminga wsrdd populacji obecnych u pacjentow
NR i TR, z wyjatkiem P2-19 i P2-28, u ktérych zanotowano znaczny wzrost poziomu
zroznicowania. W przypadku quasi-gatunkow pochodzacych od pacjentéw SR,
zauwazono zarowno spadek (P1-06, P1-08), jak i wzrost (P2-08) $redniej odlegtosci
Hamminga.

Analiza ograniczona do rejonu RS, zaréwno w TO, jak i T2, wykazata mniejsze
roznice pomiedzy populacjami pochodzacymi od 0sob o trzech typach odpowiedzi na
terapi¢ [rysunek IV.6B]. Zachowana byla jednak tendencja do nizszych warto$ci
sredniej odleglosci Hamminga w quasi-gatunkach obecnych u pacjentéow NR
(przecigtnie 2,39), natomiast wyzszych u pacjentdow SR (przecigtnie 4,63).

Badania przeprowadzone dla odcinka HVRI1 potwierdzily wnioski wyciagnigte
na podstawie analizy rejonu AF [rysunek IV.6C]. Tuz przed wdrozeniem leczenia,
srednia odlegtos¢ Hamminga obliczona dla populacji obecnych u 9 dzieci z grupy NR
oscylowata pomigdzy 0,2 i 2,19. Tylko u jednej osoby wynosita 4,93. Poziom
zréznicowania wzrastat natomiast w przypadku populacji pochodzacych od pacjentow
TR oraz SR, 1 wynosit, odpowiednio, 3,03-6,27 i 0,79-9,12. Warto$¢ 0,79 okazata si¢
wyjatkowo niska w tej grupie, gdyz Srednia odleglos¢ Hamminga 8 z 10 populacji
przekroczyta 5,38. Przecigtnie poziom zrdéznicowania quasi-gatunkow HCV w trzech
badanych grupach wynosit: (i) NR — 1,13; (ii) TR — 4,43; (iii) SR — 6,15. Po dwoch
tygodniach podawania lekéw wartos¢ sredniej odlegtosci Hamminga w poszczegdlnych
populacjach wzrastata badz malata, jednakze charakter tych zmian nie mial zwiazku
z odpowiedzia pacjenta na terapig. Jednoczes$nie jednak pierwotne réznice pomig¢dzy

trzema grupami quasi-gatunkow wirusowych ulegly czeSciowemu zatarciu. Wydaje si¢

107



Wyniki

zatem, ze dane otrzymane dla populacji wirusowych przed rozpoczeciem leczenia

najlepiej koresponduja z jego rezultatem.
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Rysunek IV.6. Zroznicowanie populacji wirusowych. Srednie odlegtosci Hamminga,
wyznaczone na podstawie rejonu AF (A), RS (B) i HVR1 (C) dla populacji uzyskanych od
pacjentow przed rozpoczeciem terapii (TO) i po dwoch tygodniach jej trwania (T2).

Stupki wykresow oznaczono kolorami w zaleznosci od odpowiedzi pacjenta na leczenie: czerwony - brak
odpowiedzi, niebieski - odpowiedz przejsciowa, zielony - odpowiedz trwata.

W celu uwidocznienia relacji pomigdzy wariantami, reprezentujacymi dang

populacje, przeprowadzono analiz¢ filogenetyczna, korzystajac z algorytmu

Neighbor-Joining. Badanie ponownie przeprowadzono na podstawie calego rejonu AF,

jak réwniez RS 1 HVR1 osobno.
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Rysunek IV.7C. Drzewa filogenetyczne skonstruowane na podstawie rejonu AF dla
populacji HCV wystepujacych u pacjentéw o roznej odpowiedzi na terapie (A - brak
odpowiedzi, NR; B - odpowiedz przejsciowa, TR; C - odpowiedz trwata, SR), przed
rozpoczeciem leczenia (T0) i po dwoch tygodniach jego trwania (T2).
Gatezie drzew przedstawiono za pomoca czarnych linii, natomiast nazwy wariantéw wirusowych

oznaczono kolorami zgodnie z odpowiedzia pacjentéw na terapie: czerwony - brak odpowiedzi, niebieski
- odpowiedz przejsciowa, zielony - odpowiedz trwata.
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Rysunek IV.8C. Drzewa filogenetyczne skonstruowane na podstawie rejonu RS dla
populacji HCV wystepujacych u pacjentéw o roznej odpowiedzi na terapie (A - brak
odpowiedzi, NR; B - odpowiedz przejsciowa, TR; C - odpowiedz trwata, SR), przed
rozpoczeciem leczenia (T0) i po dwoch tygodniach jego trwania (T2).

Gatezie drzew przedstawiono za pomoca czarnych linii, natomiast nazwy wariantow wirusowych
oznaczono kolorami zgodnie z odpowiedzig pacjentow na terapie: czerwony - brak odpowiedzi, niebieski
- odpowiedz przejsciowa, zielony - odpowiedz trwata.
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Rysunek IV.9C. Drzewa filogenetyczne skonstruowane na podstawie rejonu HVR1 dla
populacji HCV wystepujacych u pacjentow o roéznej odpowiedzi na terapie (A - brak
odpowiedzi, NR; B - odpowiedz przejsciowa, TR; C - odpowiedz trwata, SR), przed
rozpoczeciem leczenia (T0) i po dwoch tygodniach jego trwania (T2).

Gatezie drzew przedstawiono za pomoca czarnych linii, natomiast nazwy wariantéw wirusowych
oznaczono kolorami zgodnie z odpowiedzia pacjentéw na terapie: czerwony - brak odpowiedzi, niebieski
- odpowiedz przejsciowa, zielony - odpowiedz trwata.
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Drzewa filogenetyczne uzyskane dla poszczegélnych quasi-gatunkow na
podstawie rejonu AF réznity si¢ zarowno dlugoscia galezi, jak 1 og6lna topologia
[rysunek IV.7]. Réznice pomigdzy trzema grupami populacji byly najlepiej widoczne
przed rozpoczgciem terapii. Drzewa charakteryzujace si¢ duza zwarto$cia oraz
niewielka dlugos$cia galezi otrzymano przede wszystkim dla populacji pochodzacych od
pacjentdow NR oraz jednego pacjenta TR — P1-07, i dwoch SR — P2-08 1 P2-18. Z kolei
drzewa o silnie rozgalezionej topologii reprezentowaty gltéwnie quasi-gatunki obecne
u pacjentéw SR oraz jednego pacjenta NR — P2-23 i jednego TR — P2-24.

Analiza filogenetyczna odcinka RS nie przyniosta rozstrzygajacych wynikow
[rysunek IV.8]. Cho¢ w niektérych wypadkach zaobserwowano podobne zaleznosci, jak
w przypadku rejonu AF, to jednak znacznie czgsciej niz poprzednio otrzymano drzewa
o podobne;j topologii dla populacji pochodzacych od pacjentow NR, TR i SR.

Tendencje zanotowane dla rejonu AF staly si¢ dalece bardziej widoczne podczas
analizy odcinka HVRI1 [rysunek IV.9], zwlaszcza przed rozpoczeciem leczenia. Drzewa
skonstruowane dla quasi-gatunkéw obecnych u pacjentow NR byly bardzo zwarte,
a nierzadko ograniczone do jednego punktu, ktéoremu towarzyszyly nieliczne krotkie
odgatezienia (P1-01, P1-02, P1-03, P2-05, P2-10, P2-19). Podobne drzewo otrzymano
tylko dla jednej populacji pochodzacej od pacjenta SR, P2-08. Co ciekawe, w obrebie
quasi-gatunku obecnego u pacjenta P2-23, ktory wykazywat najwyzsza warto$¢ sredniej
odlegtoéci Hamminga w grupie NR, zidentyfikowano obecno$¢ dwoch oddalonych
filogenetycznie subpopulacji. Kazda z nich byla jednak reprezentowana przez klony
o niemal identycznych sekwencjach. Drzewa filogenetyczne charakteryzujace quasi-
gatunki pochodzace od pacjentow SR wyr6zniaty si¢ natomiast silnie rozgalgziona
topologia, $wiadczaca o odleglejszych zwiazkach pomigdzy poszczegdlnymi klonami.
Od tego schematu odbiegaty jedynie drzewa uzyskane dla populacji P2-08 1 P2-18.

Koncowy etap tej czeSci badan polegal na przeprowadzeniu analizy
filogenetycznej dla wszystkich 445 sekwencji rejonu HVR1, zidentyfikowanych u 23
pacjentdw przed wdrozeniem terapii (TO) [rysunek IV.10]. Pozwolita ona stwierdzi¢, ze
warianty pochodzace od osoéb, ktore pozytywnie odpowiedzialy na leczenie byty
rozproszone, natomiast te zidentyfikowane u dzieci niewyleczonych przejawialy
wyrazng tendencj¢ do grupowania si¢ w okreslonych miejscach drzewa. W rezultacie
wyrozniono 7 grup, obejmujacych warianty wirusowe, reprezentujace populacje obecne
u pacjentow NR. Co ciekawe, blisko spokrewnione grupy nr 1 i 2 zawieraty warianty

wyizolowane od pacjentow P1-01, P1-02, P1-03, P1-05, P2-05 i P2-19.
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Rysunek IV.10. Drzewo filogenetyczne skonstruowane dla wszystkich wariantow HVR1,
zidentyfikowanych u 23 pacjentow o réznej odpowiedzi na terapie.

Gatezie drzewa zaznaczono za pomoca czarnych linii. Nazwy sekwencji opatrzono symbolami
geometrycznymi. Wszystkie sekwencje o tym samym symbolu reprezentuja pojedyncza populacje
wirusowa. Symbole oznaczono kolorami zgodnie z odpowiedzig pacjentow na terapie: czerwony - brak
odpowiedzi, niebieski - odpowiedz przejsciowa, zielony - odpowiedz trwata. Cyframi oznaczono 7 grup
skupiajacych warianty zidentyfikowane u osob, ktore nie odpowiedziaty na leczenie.

Oznacza to, ze w szeSciu niezaleznych epidemiologicznie populacjach wirusowych,
obecne byly warianty rejonu HVR1 o wysokim stopniu podobienstwa lub nawet
identyczne. Chociaz podczas calego postgpowania — od momentu pobrania probki krwi,
poprzez namnazanie 1 klonowanie, do sekwencjonowania — S$ciSle przestrzegano
procedur zapobiegajacych zanieczyszczeniu prob, przeprowadzono dodatkowy test
potwierdzajacy, ze dokonana obserwacja nie jest przypadkowa. Poréwnano wszystkie
sekwencje nukleotydowe klonéw nalezacych do grup nr 1 i 2, a takze wyznaczono
sekwencje zgodna dla kazdego ze zbiorow klonow, pochodzacych od 6 pacjentow

[rysunek IV.11].
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CON-P1-01 GAAACcTACGTCTCCGGGGGGAGCGCTGGCCgCGCCEGTGTCTGGGCTEGC
CON-P1-02 GAAACCTACGTCTCCGGGGGgAGCGCTGGCCGCGCCGTGLECTGGGCTTGC
CON-P1-03 GAGACCTACGTCTCCGGGGGGAGCGCTGgCcGCACCGTGTCTGGGCTTGC
CON-P1-05 gAAaCcTaCGtCTcCGGGGGgAGCgCeGGCecGCGCCGTGTCTGGgCTTGe
CON-P2-05 gaaAcCtACGtCtccGGGggGAgCGCtgGCCgCGCCGLGTcTGGGeTTGe
CON-P2-19 GAGACCTACGTCTCCGGGGGGAGCGCTGGcCGCgCCEGTgTcTGGGCTEGC

— W

60 70 80
T T T e

CON-P1-01 TaATATCTTHGCaCCAGGCGCCAAGCAGGAC

CON-P1-02 TAAtATCTTCGcaCCAGGcGCCAAGCAGGAT CON-P1-02 60C; 81T
CON-P1-03 tAAtATCTTTGCACCAGGCGCcAAGCAGGAC CON-P1-03 3G; 34A
CON-P1-05 TAAtATcTtTGCaCCAGGCcGCCAAgQCAGGAT CON-P1-05 27C; 81T
CON-P2-05 TaaCaTCtTTgCACCAGGCGCCAAGCAGgAtL CON-P2-05 54C; 81T
CON-P2-19 TAAtATCTTTGCACcAGGCGCCAAGCAGGaC CON-P2-19 3G

B 10 20

I L Ty
CON-P1-01 ETYVSGGSAGrAVSGLANIFAPGAKQD
CON-P1-02 ETYVSGGSAGRAVsSGLANIFaPGAKQD
CON-P1-03 ETYVS SAgrTVSGLANIFAPGAKQD CON-P1-03 12T
CON-P1-05 etyvs SaGrAVSGLaNIfAPGAkQD
CON-P2-05 EtYvSGGSAgRAVsSGLANIFAPGAKQD
CON-P2-19 ETYVSGGSAGRaVsGLANIFApGAKQd

Rysunek IV.11. Porownanie sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych wariantow
HVR1, reprezentujacych sze$s¢ réznych populacji wirusowych, ktére tworza grupy
filogenetyczne nr 11 2.

(A) Poréwnanie nukleotydowych sekwencji zgodnych rejonu HVR1, otrzymanych dla populacji HCV,
pochodzacych od szesciu pacjentéw niewyleczonych: P1-01, P1-02, P1-03, P1-05, P2-05, P2-19.
W sekwencjach zgodnych wielkimi literami oznaczono pozycje identyczne w obrebie wszystkich klonow,
reprezentujacych dany quasi-gatunek. Wsrod 81 pozycji nukleotydowych zidentyfikowano 6 miejsc
polimorficznych, rézniacych sekwencje zgodne. Kazdy quasi-gatunek posiadat unikalny motyw sekwencji
zgodnej; motywy te opisano wskazujac réznice w odniesieniu do sekwencji CON-P1-01. (B) Poréwnanie
aminokwasowych sekwencji zgodnych rejonu HVR1, otrzymanych dla populacji HCV, pochodzacych od
szesciu pacjentdw niewyleczonych: P1-01, P1-02, P1-03, P1-05, P2-05, P2-19. W sekwencjach zgodnych
wielkimi literami oznaczono pozycje identyczne w obrebie wszystkich klondw, reprezentujacych dany
quasi-gatunek. Wsrod 27 pozycji aminokwasowych zidentyfikowano pojedyncze miejsce polimorficzne,
odrozniajace jedna z sekwencji, CON-P1-03, od pieciu pozostatych, ktore byty jednakowe.

Na tej podstawie stwierdzono istnienie specyficznego dla kazdego quasi-gatunku
polimorfizmu nukleotydowego, ktéry nie znajdowat jednak odzwierciedlenia
w sekwencjach aminokwasowych. Wartym podkreslenia jest fakt, ze u zadnego dziecka,
przejawiajacego przejsciowa lub trwala odpowiedZ na terapig, warianty o takich
sekwencjach nie zostaty zidentyfikowane. To spostrzezenie sugeruje, ze posiadaja one
cechy, ktorych wystgpowanie jest §cisle powiazane z brakiem odpowiedzi pacjenta na
leczenie. Co wigcej, byly one obecne juz przed rozpoczgciem terapii i — co wynika
z wezesniejszej analizy [rysunek IV.5] — pozostalty w populacjach przynajmniej przez

pierwsze dwa tygodnie podawania lekow.
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IV.1.4 Amplifikacja, klonowanie, sekwencjonowanie i analiza

bioinformatyczna rejonu IFN-R

Amplifikacjg rejonu IFN-R [II1.2.1] przeprowadzono na podstawie genomowych
RNA HCV, uzytych wczesniej do powielenia odcinka AF [IV.1.2]. Ponownie
zastosowano zestaw OneStep RT-PCR Kit [III.1.6], a cala procedur¢ prowadzono
analogicznie, jak w przypadku AF. Tym razem w mieszaninie reakcyjnej obecne byty
startery IFN-Zs 1 IFN-Za [III.1.4]. Produkt RT-PCR rozcienczano 50-krotnie
1 wykorzystywano do kolejnej reakcji PCR [I11.2.4], z zastosowaniem starteréw [FNs-1a
1 [FNa-1a [II1.1.4], specyficznych wobec sekwencji zlokalizowanej wewnatrz produktu
RT-PCR. O ile amplifikacja rejonu AF byla bardzo wydajna, o tyle namnozenie odcinka
IFN-R okazato si¢ by¢ trudniejsze i mniej efektywne, co spowodowalo, ze nie dla
wszystkich  populacji  wirusowych  uzyskano odpowiedni  produkt PCR.
Najprawdopodobniej byto to zwiazane z czeSciowa degradacja genomowego RNA.
Podobne problemy napotykano bowiem takze przy probach powielenia innych
fragmentow, zlokalizowanych blizej konca 3’ genomowej czasteczki RNA HCV.
Startery uzyte w reakcji PCR wprowadzaty miejsca rozpoznawane przez endonukleazy
restrykcyjne, odpowiednio: EcoRI i Pstl. Dalsze post¢gpowanie bylo analogiczne, jak
w przypadku rejonu AF [IV.1.2 i IV.1.3]. Otrzymane dsDNA poddano zatem cigciu
restrykcyjnemu, a nastgpnie ligacji z wektorem pUCI19. Produktem ligacji
transformowano komoérki kompetentne E.coli DHS5a, ktére nastepnie wykorzystano do
przygotowania plynnych kultur bakterii, z ktoérych izolowano plazmidy. Ponownie,
otrzymano po 20 niezaleznych klonéw dla danej populacji wirusowej przed leczeniem
ipo dwoch tygodniach trwania terapii. Dysponujac wynikami wcze$niejszych
doswiadczen, postanowiono przeprowadzi¢ analiz¢ odcinka IFN-R dla kilku wybranych
quasi-gatunkow, ktorych parametry wyznaczone na podstawie rejonu AF wyraznie sig
roznity. Badaniom bioinformatycznym, wykonanym zgodnie z przyjetym wczesniej
schematem, poddano zaréwno caly rejon IFN-R, jak i jego poszczegélne fragmenty:
ISDR, PKR 1 V3.

W przeciwienstwie do parametréw uzyskanych na podstawie uprzednio
analizowanego rejonu genomu wirusowego, w przypadku IFN-R nie zaobserwowano
istotnych réznic pomigdzy populacjami obecnymi u oséb o roéznej odpowiedzi na

terapig [rysunek IV.12].
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Rysunek [V.12. Poréwnanie parametrow dwoch wybranych quasi-gatunkow HCV,
wyznaczonych na podstawie HVR1 oraz fragmentow IFN-R w TO.

(A) Liczba roznych wariantow (NDV) w populacjach wirusowych, obecnych u pacjentow o zréznicowanej
odpowiedzi na terapie: P2-05 - brak odpowiedzi, P2-17 - odpowiedz trwata. Liczba wariantow zostata
okreslona na podstawie: HVR1, ISDR, PKR oraz V3. Wykresy kotowe przedstawiaja udziat kazdego
wariantu w populacji wirusowej. Jeden sektor wykresu reprezentuje pojedynczy wariant, natomiast
liczby okreslaja czestosc¢ jego wystepowania w danej populacji. Brak liczby oznacza, ze dany wariant
zostat zidentyfikowany tylko raz. (B) Srednie odlegtosci Hamminga populacji HCV u pacjentow
o zréznicowanej odpowiedzi na terapie, obliczone na podstawie: HVR1, ISDR, PKR oraz V3. Stupki
wykresu oznaczono kolorami w zaleznosci od odpowiedzi pacjentow na leczenie: czerwony - brak
odpowiedzi (P2-05), zielony - odpowiedz trwata (P2-17). (C) Drzewa filogenetyczne skonstruowane dla
populacji HCV obecnych u pacjentow o zréznicowanej odpowiedzi na terapie, na podstawie: HVR1, ISDR,
PKR oraz V3. Gatezie drzew przedstawiono za pomoca czarnych linii, natomiast nazwy wariantow
wirusowych oznaczono kolorami w zaleznosci od odpowiedzi pacjentdéw na leczenie: czerwony - brak
odpowiedzi (P2-05), zielony - odpowiedz trwata (P2-17).
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Populacje charakteryzowaty si¢ podobna, ograniczona liczba wariantow
wirusowych, i przejawialy niski poziom zréznicowania, wyrazony za pomoca sredniej
odlegtosci Hamminga. Niewielka ztozono$¢ populacji znalazta swoje odzwierciedlenie
w topologii skonstruowanych drzew filogenetycznych, ktére charakteryzowaly si¢ duza
zwartoscig. Uzyskane wyniki wskazuja, ze poziomy polimorfizmu w obrgbie rejonow
AF 1 IFN-R nie koreluja ze soba. Tym samym wydaje si¢, ze parametry uzyskane na
podstawie IFN-R nie pozwalaja na rozroéznienie populacji wirusowych, pochodzacych
od pacjentdow odmiennie reagujacych na prowadzone leczenie.

Podsumowanie. Wybrano dwa reprezentatywne rejony genomu HCV, ktore
wykorzystano do analizy struktury quasi-gatunku w przebiegu przewlektego zapalenia
watroby typu C. W wyniku analizy bioinformatycznej wyznaczono parametry,
opisujace strukturge populacji wirusowych obecnych u 23 pacjentow z przewleklym
zapaleniem watroby typu C przed wdrozeniem terapii skojarzonej (T0) i po dwdch
tygodniach jej trwania (T2). Poczynione obserwacje, zwtaszcza dotyczace rejonu HVR1
przed terapia, wskazaty na istnienie dwoch odmiennych typow quasi-gatunku HCV.
Pierwszy z nich charakteryzowal si¢ wystgpowaniem wyraznego dominanta,
otoczonego ograniczong liczba wariantow towarzyszacych. Poziom zréznicowania
takiej populacji byt niewielki, a warianty taczyly $ciste relacje filogenetyczne. Ten typ
quasi-gatunku zdecydowanie przewazal u pacjentdw, ktoérzy nie odpowiedzieli na
leczenie (z wyjatkiem pacjenta P2-08). Drugi typ populacji HCV charakteryzowat si¢
obecnoscia wigkszej liczby zrdéznicowanych wariantéw o odleglejszych zwiazkach
filogenetycznych. Wystepowal on glownie u dzieci, przejawiajacych pozytywna
odpowiedz na terapig (z wyjatkiem pacjenta P2-23). Analiza filogenetyczna wszystkich
445 uzyskanych sekwencji rejonu HVRI1 z 23 populacji HCV ujawnita, ze bardzo
podobne lub jednakowe warianty byly obecne w 6 niezaleznych epidemiologicznie
quasi-gatunkach, wylacznie u oso6b niewyleczonych. Jednoczesnie okazato sig, iz
analiza drugiego z wybranych fragmentow genomu wirusowego, IFN-R, nie dala
zbieznych rezultatow. Parametry wyznaczone dla kilku przyktadowych quasi-gatunkow

byly podobne i nie zwiazane z odpowiedzia danego pacjenta na zastosowane leczenie.

IV.2 Czynniki ksztattujace strukture quasi-gatunku HCV

Przedstawione powyzej wyniki wskazywaty na istotne zré6znicowanie poziomu
polimorfizmu genetycznego w obrgbie analizowanych populacji wirusa zapalenia

watroby typu C. Na ich podstawie mozna bylo wyrdzni¢ dwa podstawowe typy
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quasi-gatunku HCV. Tendencje te byly szczegodlnie wyrazne w przypadku rejonu
HVRI1. Wydaje sig, ze u podioza obserwowanych réznic moga leze¢ dwa odmienne
mechanizmy. Po pierwsze, zjawisko to moze by¢ uwarunkowane specyficzng struktura
genomowej czasteczki RNA wirusa. Z licznych doniesien literaturowych wynika
bowiem, iz struktura matrycy wywiera bardzo istotny wplyw na wiernos¢ jej
kopiowania przez polimerazg RNA zalezna od RNA. Jezeli zatozenie to bytoby stuszne
takze w tym wypadku, wowczas nalezaloby spodziewaé sig, ze odcinki HVRI1
o réznych sekwencjach bgda powielane przez ten sam enzym z rézna dokladnoscia.
Z drugiej strony wiadomo, ze badany rejon jest fragmentem wirusowego genu
kodujacego glikoproteing otoczki, E2. Bialko to odgrywa istotna rol¢ w rozpoznawaniu
komorek gospodarza, bedac jednoczes$nie celem odpowiedzi immunologicznej, przez co
znajduje si¢ w warunkach silnej presji selekcyjnej. Polimorfizm lub stabilnos¢
genetyczna HVR1 moga by¢ zatem uwarunkowane funkcjonalnos$cia fragmentu

kodowanego przezen biatka.

IV.2.1 Wptyw struktury rejonu AF na wierno$¢ jego kopiowania przez

polimeraze wirusowa

Aby sprawdzi¢, w jakim stopniu obserwowana zachowawczo$¢ lub zmienno$¢
HVRI1 zalezy od struktury RNA tego rejonu, przeprowadzono badania w warunkach
stabego cisnienia selekcyjnego. W tym celu postuzono si¢ stosowanym wczesniej
w Zespole Wirusologii Molekularnej IChB PAN uktadem: wirus mozaiki stoklosy
(ang. brome mosaic virus, BMV) — komosa chinska (Chenopodium quinoa). Genom
BMV stanowia trzy czasteczki RNA, oznaczone RNAI, RNA2 i RNA3. Proces
replikacji tego patogenu uzalezniony jest od bialek kodowanych przez RNA1 i RNA2.
Uprzednio wykazano, ze wprowadzenie okolo 500-nukleotydowego fragmentu
w obrebie 3’-koncowej niekodujacej sekwencji (3°UTR) genomowego RNA3 BMYV nie
wpltywa w istotny sposdéb na przebieg replikacji tego wirusa in vivo. Majac do
dyspozycji plazmidy kodujace genomowe czasteczki BMV, postanowiono otrzymac
szereg mutantow zawierajacych w obrgbie 3’UTR RNA3 odcinki AF reprezentujace
quasi-gatunki HCV o r6znym poziomie polimorfizmu genetycznego. W dalszym etapie,
plazmidy te postuzyly jako matryce w reakcji transkrypcji in vitro. Uzyskane w ten
sposob czasteczki RNA1 i RNA2 typu dzikiego oraz zmodyfikowane czasteczki RNA3
zostaly wykorzystane do inokulacji lisci komosy chinskiej. Podczas infekcji, wirusowa

polimeraza RNA zalezna od RNA (analogiczna do kodowanej przez HCV) kopiowata
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genom BMV, a wraz z nim i sekwencj¢ AF. Izolacja wirusowego RNA, powielenie
badanego rejonu metoda RT-PCR, a nastgpnie klonowanie 1 sekwencjonowanie
produktow reakcji umozliwito okres§lenie poziomu zmienno$ci réoznych sekwencji AF

pod nieobecnos¢ presji selekcyjnej, charakterystycznej dla organizmu pacjenta.

IV.2.1.1 Otrzymywanie plazmidow kodujacych czasteczke AF_A HCV

Sposrod wszystkich 445 klonow rejonu AF, uzyskanych w TO z 23 populacji
wirusowych obecnych u oséb poddanych terapii interferonem i rybawiryna, wybrano
cztery. Kazdy z nich reprezentowat inny quasi-gatunek: P1-01, P1-04, P1-08 lub P1-10.
Pierwszy pochodzit od pacjenta, ktory nie zareagowal na leczenie, drugi od pacjenta
wykazujacego odpowiedz przejsciowa, natomiast trzeci 1 czwarty od o0sob
przejawiajacych trwata odpowiedz. Populacje, z ktorych pochodzity klony, znacznie
r6znity si¢ poziomem polimorfizmu [tabela IV.2], rowniez sekwencje czterech klonow
byly wyraznie odmienne [rysunek IV.13], a taczace je relacje filogenetyczne odlegte.

Tabela IV.2. Poziom polimorfizmu rejonu AF w czterech wybranych quasi-gatunkach HCV,
pochodzacych od pacjentéow o zréznicowanej odpowiedzi na leczenie

Srednia odlegtos¢ Hamminga (T0)
Quasi-gatunek HCV

Sekwencje nukleotydowe Sekwencje aminokwasowe
P1-01 3,66 0,94
P1-04 13,24 2,44
P1-08 23,68 13,43
P1-10 16,46 10,32

Poczatkowo planowano otrzymanie plazmidow kodujacych petna sekwencje AF.
Niestety, uzyskane czasteczki Mat-AF-RNA3 byly nieinfekcyjne. Poniewaz bylo to
najprawdopodobniej spowodowane dtugoscia wlaczonego fragmentu, zdecydowano sig
na zastosowanie skroconych odcinkéw, nazwanych AF_A, obejmujacych pierwsze 225

par zasad AF, a zatem takze rejon HVRI1.
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Rysunek [IV.13. Porownanie sekwencji czterech wybranych wariantow AF_A,
reprezentujacych populacje wirusowe obecne u pacjentéw o roznej odpowiedzi na
leczenie.

P1-01 - brak odpowiedzi, P1-04 - odpowiedz przejsciowa, P1-08 i P1-10 - odpowiedz trwata.
Odpowiadajace im czasteczki dsDNA wykorzystano do przygotowania konstruktow, umozliwiajacych
zbadanie wptywu struktury AF_A na doktadnos¢ jego kopiowania przez polimeraze wirusowa
w warunkach stabego cisnienia selekcyjnego. Kropkami oznaczono nukleotydy identyczne w stosunku do
sekwencji P1-01. Rejon HVR1 wyrozniono szarym prostokatem.

Cztery wektory pUC19, z ktérych kazdy zawierat jeden z wybranych wariantéw
sekwencji AF, wykorzystano jako matryce w reakcjach PCR [II1.2.4], z uzyciem
starterow XbaHVR 1 Mlu-R [III.1.4]. W ten sposéb otrzymano cztery dsDNA,
o dtugosci 241 par zasad, odpowiadajace rejonowi AF A 1 zawierajace dodatkowo
miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne, Xbal na koncu 5’ i Mlul na koncu
3’. Po oczyszczeniu, produkty PCR poddano cigciu restrykcyjnemu [I11.2.8.1].
Réwnoczesnie przygotowano plazmid pMat-0, otrzymany w Zespole Wirusologii
Molekularnej IChB PAN [III.1.3]. Plazmid ten =zawiera sekwencj¢ kodujaca
zmodyfikowang czasteczk¢ RNA3 BMV pod kontrola promotora polimerazy RNA T7.
W obrgbie jego 3’UTR umieszczono sekwencj¢ kodujaca fragment genomu wirusa
zottej chlorowatos$ci wspiegi chinskiej (ang. cowpea chlorotic mosaic virus, CCMV),

oskrzydlona miejscami klonowania [rysunek IV.14A]. Plazmid ten poddano cigciu
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restrykcyjnemu, najpierw za pomoca enzymu Spel [II1.2.8.2], a nastgpnie, po
uprzednim oczyszczeniu, Mlul [II1.2.8.1]. Prawidlowo$¢ przebiegu obu reakcji,
w wyniku ktérych uwolniony zostal fragment dlugosci ok. 400 par zasad, oceniono,
analizujac ich produkty metoda elektroforezy w zelu agarozowym [I11.2.6]. W kolejnym
etapie, przeprowadzono cztery rownolegte reakcje ligacji plazmidu pMat-0 z insertami,
odpowiadajacymi czterem wybranym wariantom rejonu AF A HCV [IIL.2.12].
Poniewaz enzymy Xbal i Spel generuja kompatybilne kofice, mozliwe byto wlaczenie
insertu do plazmidu z wykorzystaniem tzw. lepkich koncow. Jednocze$nie, wskutek
wprowadzenia insertu, miejsce rozpoznawane przez Spel w plazmidzie zostato usunigte

[rysunek IV.14B].

A
p‘Mé‘t'O RNA3 -
- RT:2 RT-1
| | 3a | | CcP I CCMY IR

Pl E oFo
Xbal Sp
B
pMat-AF_A AF_A
RLE < RT-1
| | 3a | | CcP MENHVR
E oo
Xbal
C

400
300

Rysunek IV.14. Otrzymywanie plazmidéw umozliwiajacych zbadanie wptywu struktury
HVR1 na doktadno$¢ jego kopiowania przez polimeraze wirusowa w warunkach stabego
cisnienia selekcyjnego.

(A) Plazmid pMat-0 zawiera sekwencje kodujaca zmodyfikowana czasteczke RNA3 BMV pod kontrola
promotora polimerazy RNA T7. W obrebie jego 3’UTR umieszczono sekwencje kodujaca fragment
genomu wirusa zottej chlorowatosci wspiegi chinskiej (CCMV), oskrzydlona miejscami klonowania.
Kolorem jasnozielonym oznaczono odcinki niekodujace, natomiast zottym - odcinki kodujace biatka 3a
i CP BMV. Liniami przerywanymi zaznaczono miejsca rozpoznawane przez endonukleazy restrykcyjne,
Xbal, Spel i Mlul. Czerwone strzatki odpowiadaja miejscom przytaczania sie starterow RT-1 i RT2. (B) Na
bazie plazmidu pMat-0 otrzymano cztery konstrukty, w ktorych rejon pomiedzy miejscami
rozpoznawanymi przez Spel i Mlul zastapiono czasteczka DNA, odpowiadajaca jednemu z czterech AF_A
HCV. W wyniku przyjetej procedury klonowania, miejsce Spel zostato usuniete. (C) Przyktadowy obraz
rozdziatu produktéw analizy restrykcyjnej w 1% zelu agarozowym w warunkach natywnych, podczas
ktorej identyfikowano plazmidy posiadajace wprowadzony insert AF_A. Wskutek ciecia enzymami Xbal
i Mlul, z plazmidéw zawierajacych zadany insert wyzwalany byt fragment o dtugosci ok. 300 pz (Sciezki
3, 6, 7), podczas gdy z plazmidoéw niezawierajacych insertu, fragment o dtugosci ok. 400 pz (Sciezki 2, 4,
5, 8, 9). Sciezka 1 - wzorzec mas [l11.1.12.1].
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Produkt ligacji wykorzystano do transformacji komorek E. coli DHS5a [111.2.18.2]. Po
transformacji bakterie hodowano na statej pozywce, zawierajacej ampicyling
[[I.1.10.1]. W rezultacie, przezywaty tylko te komorki, ktére posiadaly plazmid.
Uzyskane kolonie wykorzystano do przygotowania kultur bakteryjnych w ptynnej
pozywce LB, zawierajacej ampicyling [II1.1.10.3], z ktérych nastgpnie izolowano
plazmidy [II1.2.9]. Plazmidy posiadajace wprowadzony insert identyfikowano na drodze
cigcia restrykcyjnego z uzyciem enzyméw Xbal i Mlul [II1.2.8.1] i1 analizy jego
produktow metoda elektroforezy w zZelach agarozowych [II1.2.6]. Miejsce
rozpoznawane przez endonukleazg Xbal znajdowato si¢ w plazmidzie, ok. 60 par zasad
powyzej wlasciwego miejsca klonowania. W rezultacie, wskutek cigcia plazmidoéw
zawierajacych zadany insert, wyzwalany byl fragment o dtugosci ok. 300 par zasad.
Pozwolito to na odroznienie wlasciwych klonow od plazmidéw pMat-0, do ktérych
podczas ligacji zostal ponownie wlaczony wyciety wezesniej odcinek [rysunek IV.14C].
Otrzymane w ten sposob cztery plazmidy: pMat-AF A1, pMat-AF A4, pMat-AF A8 i
pMat-AF _A10 namnozono w S$redniej skali [II[.2.10] i poddano sekwencjonowaniu

[[I1.2.11] z uzyciem startera RT-2 [III.1.4].

IV.2.1.2 Otrzymywanie zmodyfikowanych czasteczek RNA3 BMV

Aby wywota¢ infekcje BMV, konieczne jest wprowadzenie do ro$liny
wszystkich trzech genomowych RNA wirusa. Kazdy z nich musi posiada¢ na koncu 5’
tzw. struktur¢ kapu. W celu zbadania wptywu struktury rejonu AF A HCV na
doktadno$¢ jego powielania przez polimeraz¢ wirusowa, niezbedne bylo uzyskanie
czasteczek RNAT1 1 RNA2 typu dzikiego, jak réwniez czterech rodzajow RNA3,
z ktorych kazdy zawieral jeden z wariantow AF A [rysunek IV.15A]. Czasteczki te
otrzymano na drodze transkrypcji in vitro, z wykorzystaniem zestawu mMESSAGE
mMACHINE® T7 Kit [II1.2.30]. W jego sktad wchodzi analog struktury kapu, ktory
wlaczany jest jako pierwszy nukleotyd do nowo syntetyzowanej nici RNA. Matrycami
w niezaleznych reakcjach byly plazmidy: (i) pB1TP3, kodujacy RNAI; (ii) pB1TPS,
kodujacy RNA2 oraz (iii) pMat-AF _Al, pMat-AF A4, pMat-AF A8 lub
pMat-AF A10, kodujace cztery rodzaje zmodyfikowanych RNA3. We wszystkich tych
plazmidach sekwencje kodujace genomowe RNA BMV zostaly wprowadzone pod
kontrolg promotora polimerazy RNA T7. Sze§¢ reakcji transkrypcji prowadzono

réwnolegle, a nastgpnie ich produkty analizowano metoda elektroforezy w zZelu
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agarozowym [II1.2.6]. Przyktadowy rezultat rozdzialu produktow transkrypcji
przedstawiono na rysunku [rysunek [V.15B].

A
RNA1
[ | 13 ]
oi:o
RNAZ
| I 2a
FO
Mat-AF_A-RNA3 AF_A
| | 3a | | cp N VR
B

12 3 4 5 6

Yeoesow

Rysunek IV.15. Mutanty BMV wykorzystane do inokulacji komosy chinskiej.

(A) Schematyczne przedstawienie dwdch genomowych czasteczek RNA BMV typu dziekiego (RNA1 i RNA2)
oraz zmodyfikowanej czasteczki RNA3, otrzymanej na bazie plazmidu pMat-AF_A. Kolorem
jasnozielonym oznaczono odcinki niekodujace, natomiast czerwonym, pomaranczowym i zottym odcinki
kodujace biatka BMV: 1a, 2a, 3a i CP. Konce 3’ wszystkich trzech czasteczek przyjmuja strukture
przypominajaca tRNA. (B) Przyktadowy rezultat rozdziatu produktéow transkrypcji in vitro w 1% zelu
agarozowym, w warunkach natywnych. W poszczegélnych sciezkach uwidoczniono: 1 - RNA1; 2 - RNA2;
3 - Mat-AF_A1-RNA3; 4 - Mat-AF_A4-RNA3; 5 - Mat-AF_A8-RNA3; 6 - Mat-AF_A10-RNA3.

IV.2.1.3 Badanie zmiennosci rejonu AF_A w warunkach stabego cisnienia
selekcyjnego

Uzyskanymi na drodze transkrypcji in vitro genomowymi czasteczkami RNA
BMV inokulowano liscie komosy chinskiej [II1.2.31]. W tym celu przygotowane
zostaly mieszaniny, z ktorych kazda zawierala RNA1, RNA2 i jeden z czterech
rodzajow Mat-AF A-RNA3. Dodatkowo, sporzadzono dwie kontrole: (i) mieszaning,
w ktorej zamiast Mat-AF _A-RNA3 obecny byl RNA otrzymany na bazie plazmidu
pMat-0 oraz (ii) jednokrotnie stgzony bufor do inokulacji [III.1.9.14], niezawierajacy
RNA. Nastgpnie przeprowadzono mechaniczng inokulacj¢ liSci komosy chinskiej, przy
czym kazda z szeSciu mieszanin wprowadzono do oddzielnej rosliny. W roslinie
genomowe czasteczki RNA, posiadajace na koncach 5° strukturg kapu, wykorzystywane
sa bezposrednio jako matryce do translacji, w wyniku ktérej powstaja biatka wirusowe.
W ten sposdb rozwija si¢ infekcja, ktérej objawem sa charakterystyczne plamki

nekrotyczne, pojawiajace si¢ na inokulowanych lisciach. W kazdej z plamek infekcja
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przebiega niezaleznie, poniewaz nekroza jest reakcja obronna, zapobiegajaca
rozprzestrzenianiu si¢ wirusa w roslinie. Zgodnie z oczekiwaniami, powstanie plamek
zaobserwowano tylko na tych liciach, do ktérych wprowadzono wirusowe RNA
[rysunek IV.16A]. Po uplywie ok. tygodnia od inokulacji, poszczegdlne plamki zostaty
wycigte, a zawarty w nich RNA wyizolowany [II1.2.32] 1 poddany analizie metoda
rozdziatu elektroforetycznego w zelach agarozowych, w warunkach natywnych [I11.2.6;
rysunek IV.16B].
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Rysunek IV.16. Badanie zmiennosci AF_A w warunkach stabego ci$nienia selekcyjnego.

(A) Przyktadowe liscie komosy chinskiej zebrane po uptywie ok. tygodnia od inokulacji. Na drodze
mechanicznej inokulacji do lisci wprowadzono: 1 - jednokrotnie stezony bufor inokulacyjny (lis¢
kontrolny); 2 - mieszanine zawierajaca RNA1, RNA2 i Mat-0-RNA3 (lis¢ kontrolny); 3 i 4 - mieszanine
zawierajaca RNA1, RNA2 i Mat-AF_A-RNA3. Na lisciach, do ktdrych wprowadzono czasteczki RNA BMV
zaobserwowano powstawanie plamek nekrotycznych, bedacych symptomem infekcji. (B) Przyktadowy
rezultat rozdziatu kwasow nukleinowych, wyizolowanych z lisci komosy chinskiej, w 1% zelu
agarozowym, w warunkach natywnych. W poszczegdlnych sSciezkach uwidoczniono kwasy nukleinowe
wyizolowane z: 1 - fragmentu liscia nieinokulowanego; 2-9 - poszczegoélnych plamek nekrotycznych,
wycietych z lisci inokulowanych mieszaning RNA1, RNA2 i Mat-AF_A-RNA3; 10-11 - poszczegdlnych
plamek nekrotycznych, wycietych z lisci inokulowanych mieszaning RNA1, RNA2 i Mat-0-RNA3. (C)
Przyktadowy rezultat rozdziatu produktéow reakcji RT-PCR, przeprowadzonej w celu stwierdzenia
obecnosci wirusowego RNA w plamkach nekrotycznych. W poszczegélnych sciezkach uwidoczniono:
1 -wzorzec mas [lll.1.12.1]; 2 - produkty otrzymane na bazie RNA izolowanego z fragmentu
nieinokulowanego liscia (kontrola negatywna); 3-10 - produkty otrzymane na bazie RNA izolowanego
z plamek nekrotycznych, wycietych z lisci inokulowanych mieszaning RNA1, RNA2 i Mat-AF_A-RNA3;
11-12 - produkty otrzymane na bazie RNA izolowanego z plamek nekrotycznych, wycietych z lisci
inokulowanych mieszaning RNA1, RNA2 i Mat-0-RNA3; 13 - produkty otrzymane na bazie czasteczki
Mat-0-RNA3 (kontrola pozytywna).

Nastegpnie uzyskane kwasy nukleinowe wykorzystano do przeprowadzenia reakcji
RT-PCR [II1.2.2] w celu stwierdzenia obecnosci RNA BMV w plamkach
nekrotycznych. Dodatkowo, wykonano reakcje kontrolne. W jednej z nich matryca byt
catkowity RNA wyizolowany z fragmentu nieinokulowanego liscia (kontrola
negatywna), natomiast w drugiej, czasteczka Mat-0-RNA3, otrzymana uprzednio

metoda transkrypcji in vitro (kontrola pozytywna) [rysunek IV.16C]. Dzigki obecnosci

127



Wyniki

w mieszaninie reakcyjnej startera RT-1 [III.1.4], komplementarnego do konca 3’
czasteczek genomowych BMV, uzyskano odpowiednie nici cDNA. W kolejnym etapie
postuzyla ona jako matryca w reakcji PCR, z wykorzystaniem starteréw: RT-1, ktory
wprowadzal miejsce rozpoznawane przez endonukleaz¢ EcoRI, i RT-2 [III.1.4]. Drugi
starter byt specyficzny wobec RNA3 BMV. W wyniku reakcji otrzymano zatem
czasteczki o dlugosci ponad 600 par zasad, odpowiadajace zarowno odcinkowi AF_A
HCV, jak i1 fragmentowi RNA3 BMV [rysunek 1V.14B]. W obrgbie namnozZonego
rejonu bylo takze zawarte miejsce rozpoznawane przez enzym Xbal. Amplifikowane
czasteczki (pochodzace z jednej losowo wybranej plamki nekrotycznej dla kazdego
z czterech wariantow) poddano cigciu enzymami Xbal i EcoRI [II1.2.8.1], a nastgpnie
ligacji [111.2.12] z analogicznie przygotowanym plazmidem pUC18 [III.1.3]. Produktem
ligacji transformowano E. coli DH5a [I11.2.18.2]. Powtérnie, z uzyskanych na statej
pozywce, zawierajacej ampicyling [II1.1.10.1] kolonii przygotowano ptynne kultury, z
ktorych nastgpnie izolowano plazmidy [III1.2.9]. Wiasciwe klony identyfikowano na
drodze cigcia restrykcyjnego (Xbal i EcoRI) i analizy jego produktéw metoda
elektroforezy w zelach agarozowych [III.2.6]. W rezultacie otrzymano i
przesekwencjonowano za pomoca startera F-pUC19 po 20 niezaleznych klonow dla
AF Al, AF A4, AF A8 oraz AF_Al0.

Poréwnanie uzyskanych sekwencji wykazato, ze poziom zmiennos$ci wszystkich
czterech rodzajow rejonu AF_A HCV w warunkach stabego cis$nienia selekcyjnego byt
podobny i zarazem bardzo niski [tabela IV.3].

Tabela IV.3. Poziom polimorfizmu rejonu AF_A czterech wybranych quasi-gatunkow HCV
w organizmie pacjenta i w warunkach stabego cisnienia selekcyjnego

Quasi-gatunek HCV Srednia odlegtos¢ Hamminga (sekwencje nukleotydowe)

(wariant AF_A) W organizmie pacjenta (T0) W uktadzie BMV-komosa chinska
P1-01 (1) 1,98 0.11
P1-04 (4) 6,96 0,42
P1-08 (8) 15,95 0,31
P1-10 (10) 11,77 0,11

Sekwencjonowane czasteczki zawieraty nie tylko odcinek AF A lecz takze
fragment RNA3 BMYV. Istniala wigc mozliwo$¢ poréwnania liczby 1 typu mutacji
wystgpujacych w genomie BMV i sekwencji AF A, pochodzacej z HCV [tabela IV .4].
Zdecydowanie najczgstsza forma substytucji byty tranzycje U—C. Na dalszych

miejscach, w kolejnosci zgodnej z czgsto$cia wystgpowania, znalazty si¢: A—>G, G—A,

128



Wyniki

C—U oraz C—G i G—U. Lacznie, dla wszystkich czterech mutantow, najwigcej zmian
wprowadzonych zostatlo w ramach fragmentu RNA3 BMV, znajdujacego si¢ powyzej
miejsca wprowadzenia AF A (RNA3-F5’; 0,084 substytucji/nukleotyd). Nastgpne w
kolejnosci byty: HVR1 (0,061), RNA3 ponizej miejsca wprowadzenia insertu (RNA3-
F3’; 0,06) i AF_A poza HVRI (0,026). Analizujac liczb¢ mutacji w obrgbie czterech
wariantow AF A, nie zaobserwowano istotnych roznic. W odniesieniu do ogdlnej
liczby zmian w catym sekwencjonowanym odcinku, najmniej substytucji wystapito w
przypadku AF A1, najwigcej za§ w przypadku AF A4. Ten ostatni byt jednoczesnie
jedynym, dla ktorego liczba mutacji w ramach AF A byla wyzsza, anizeli w obrgbie
fragmentow RNA3.

Tabela IV.4. Substytucje nukleotydowe zidentyfikowane w obrebie rejonu AF_A
i oskrzydlajacych go fragmentéw genomu BMV podczas infekcji w roslinie

Umiejscowienie mutacji i dtugosc

Wariant AF_A Liczba i rodzaj substytucji analizowanego fragmentu

1; U>C RNA3-F5’ BMV 83 nt
1 1; U->C AF A HCV (w obrgbie HVR1) 81nt
5; U->C s
1: AsG RNA3-F3’ BMV 216 nt
1; U>C RNA3-F5’ BMV 83 nt
1; U-C .
4 1: CsU AF_A HCV (w obrgbie HVR1) 81nt
I; U->C
1: C>U AF_A HCV (poza HVR1) 150 nt
1; A>G RNA3-F3” BMV 216 nt
3; GH>A ,
1: AsG RNA3-F5’ BMV 83 nt
1; C»G .
8 1: UssC AF_A HCV (w obrgbie HVR1) 81nt
1; U->C AF A HCV (poza HVR1) 150 nt
2 A5G RNA3-F3’ BMV 216 nt
1; G>A RNA3-F5 BMV 83 nt
10 1; U>C AF A HCV (poza HVR1) 150 nt
1; G»>U ,
1: AsG RNA3-F3’ BMV 216 nt

" Sumarycznie w obrebie 20 niezaleznych klonow.

Podsumowanie. Otrzymano seri¢ mutantow BMYV, umozliwiajacych badanie
wplywu struktury RNA na zmienno$¢ wybranego rejonu genomu HCV w warunkach
stabego ci$nienia selekcyjnego. W tym celu wybrano cztery warianty AF A HCV,
reprezentujace populacje wirusowe, znacznie roznigce si¢ poziomem polimorfizmu

podczas infekcji in vivo. Czasteczki dsDNA, odpowiadajace fragmentom AF A
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wprowadzono do plazmidu, kodujacego czasteczke¢ RNA3 genomu BMV. Otrzymano
wszystkie trzy RNA genomowe tego patogenu (RNA1, RNA2 oraz zmodyfikowany
RNA3) i inokulowano nimi li§cie komosy chinskiej. Podczas infekcji wprowadzone do
RNA3 warianty AF_A byl kopiowane przez polimeraze wirusowa w roslinie. Analiza
sekwencji potomnych czasteczek RNA3 BMV (w obrgbie czterech wariantow AF A)
wykazata, Zze liczba mutacji nie byla w znaczacy sposob uzalezniona od sekwencji
AF A 1 nie korelowata z poziomem polimorfizmu odpowiedniej populacji HCV w
organizmie pacjenta. Dodatkowo stwierdzono, ze z wyjatkiem jednego wariantu, liczba
substytucji wprowadzanych w obrgbie AF A byla nizsza niz w przypadku
oskrzydlajacych go fragmentow RNA3 BMV. Uzyskane dane sugeruja, ze struktura
RNA nie jest znaczacym czynnikiem wplywajacym na poziom polimorfizmu

wybranego rejonu genomu HCV.

IV.2.2 Wptyw ci$nienia selekcyjnego na ksztatt populacji wirusowej

Aby okresli¢ wplyw cis$nienia selekcyjnego na zmienno$¢ wybranego rejonu
genomu HCV, przeprowadzono analiz¢ mutacji synonimicznych i niesynonimicznych,
wystepujacych w poszczegdlnych kodonach HVRI. W tym celu sekwencje
nukleotydowe wszystkich uzyskanych klonow HVR1 (w sumie 904 klony pochodzace
zTO 1 T2) podzielono na 6 grup: NR-TO, NR-T2, TR-TO, TR-T2, SR-TO, SR-T2.
Analize przeprowadzono korzystajac z metody IFEL (ang. internal fixed effects
likelihood), dostepnej pod adresem www.datamonkey.org (Pond i Frost, 2005; Pond et

al., 2006). Podejscie to jest przeznaczone mig¢dzy innymi do analizy genomow
wirusowych izolowanych z probek pochodzacych od réznych gospodarzy. Metoda ta

pozwala ustali¢, jakiego typu presja selekcyjna dziata na poszczegdlne kodony.

10 20
. I R I dN/dS (HVR1)
NR-TO0 etyvsGgsagravsglanifapGakQd 0,672
NR-T2 etyvsgGsagravsglanifapgakQd 0,707
TR-T0 ethvtGgsaahataglaglfspGakQn 0,993
TR-T2 ethVtGgsaahataglaglfspgakQn 0,935
SR-T0 eThvtggsagratsglaslftpgakQn 1,792
SR-T2 ethvsggsagrtvsglaslfspgakgn 1,614

Rysunek IV.17. Presja selekcyjna dziatajaca na rejon HVR1.

Na rysunku przedstawiono sekwencje zgodne dla kazdej z trzech analizowanych grup sekwencji rejonu
HVR1. Kolorami oznaczono reszty aminokwasowe ktorych kodony znajduja sie pod wptywem selekcji
pozytywnej (czerwony) badz negatywnej (niebieski). Miejsca te zidentyfikowano korzystajac z metody
IFEL, dostepnej pod adresem www.datamonkey.org, uzywajac modelu subsytucji nukleotydowych
HKY85, dla poziomu istotnosci p = 0,1. Po prawej stronie podano wartos¢ dN/dS dla badanych grup
sekwencji, okreslajaca charakter presji selekcyjnej w obrebie catego rejonu HVR1. Wyznaczono ja
korzystajac z metody SLAC, uzywajac modelu subsytucji nukleotydowych HKY85, dla poziomu istotnosci
p = 0,1. Presja pozytywna (czerwony) wystepuje gdy dN/dS > 1, natomiast negatywna (niebieski), gdy
dN/dS < 1.
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Zaobserwowano istotng roznice w charakterze presji selekcyjnej dzialajacej na
populacje HCV u pacjentéw o roznej odpowiedzi na terapig. W przypadku sekwencji
NR-TO stwierdzono, ze 2 kodony podlegaja selekcji pozytywnej, natomiast 4 — selekcji
negatywnej [rysunek IV.17]. Podczas gdy selekcja pozytywna faworyzuje powstawanie
mutacji niesynonimicznych, negatywna prowadzi do zachowania pierwotnej sekwencji,
poniewaz zachodzace zmiany sa niekorzystne w kontek$cie osiagnigtego poziomu
przystosowania. Podobna sytuacja miata miejsce w przypadku sekwencji TR-T0. W
przeciwienstwie do nich, w sekwencjach SR-TO zidentyfikowano 2 kodony podlegajace
selekcji negatywnej i1 az 10 znajdujacych si¢ pod wpltywem selekcji pozytywne;.
Wyznaczono rowniez globalny charakter presji selekcyjnej, w obrebie catego rejonu
HVR1 [rysunek IV.17]. Poniewaz metoda IFEL nie oferuje takiej mozliwosci,
postuzono si¢ metoda SLAC (ang. single likelihood ancestor counting). Stwierdzono,
ze w przypadku NR-TO i TR-TO wystepuje selekcja negatywna, natomiast w SR-TO —
pozytywna. Po dwoch tygodniach leczenia zanotowano wzrost liczby miejsc
podlegajacych selekcji we wszystkich analizowanych grupach. W grupie NR-T2
utrzymata si¢ przewaga kodonoéw znajdujacych si¢ pod wptywem selekcji negatywne;j,
w TR-T2 stwierdzono po 5 miejsc ulegajacych obu rodzajom selekcji. W przypadku
SR-T2 liczba miejsc pod wptywem selekcji pozytywnej nieznacznie zmalala, przy
jednoczesnym wzroscie liczby kodondw ulegajacych selekcji negatywnej. Nadal jednak
kodony, na ktore dziatata selekcja pozytywna, znajdowaly si¢ w znacznej przewadze.
Globalny charakter presji selekcyjnej pozostal bez zmian. Poczynione obserwacje
sugeruja, ze cisnienie selekcyjne, cho¢ moze mie¢ rézny charakter (presja pozytywna
w grupie SR, negatywna w dwodch pozostalych) jest istotnym czynnikiem,

ksztaltujacym poziom zmienno$ci badanego fragmentu genomu HCV.

IV.2.3 Wptyw struktury i funkcji biatka E2 na ksztatt populacji wirusowej

W celu wustalenia, w jakim stopniu obserwowana zmienno$¢ badz
zachowawczo$§¢ rejonu HVRI1 uwarunkowana jest funkcjonalno$cia fragmentu
kodowanego przezen biatka, zaplanowano otrzymanie roznych wariantéw E2 i zbadanie
ich wybranych wtasciwosci. Aby tego dokonaé, opracowano metod¢ klonowania genu
E2. Nastegpnie przeprowadzono jego ekspresje¢ w ukladzie bakteryjnym i roslinnym.
Biorac pod uwage dane dotyczace tych systemow, spodziewano si¢ otrzymac¢ zaréwno
biatka niemodyfikowane potranslacyjnie (komoérki bakteryjne), jak i glikozylowane

(uktad roslinny). W kolejnym etapie badan scharakteryzowano uzyskane warianty E2.
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Poréwnano migdzy innymi ich zdolnos¢ do wiazania przeciwciat obecnych w surowicy
pacjentéw oraz receptorow CD81 wystepujacych na powierzchni ludzkich limfocytow

B.

IV.2.3.1 Amplifikacja i klonowanie genu E2 HCV

Pierwszy etap badan polegal na opracowaniu strategii namnazania i klonowania
genu E2. W tym celu postuzono si¢ genomowymi czasteczkami wyizolowanymi
uprzednio na potrzeby wykonania analizy quasi-gatunkéw HCV [IV.1.2]. Reakcje
RT-PCR [III.2.1] prowadzono korzystajac z zestawu OneStep RT-PCR Kit,
analogicznie jak podczas wczes$niejszego namnazania wybranych rejondw genomu
HCV. Tym razem jednak w mieszaninie reakcyjnej obecne byty startery HVR-Z5
1 E2-Z3 [III.1.4], umozliwiajace przepisanie na cDNA oraz amplifikacje calego genu
E2, wraz z oskrzydlajacymi go sekwencjami. W rezultacie otrzymano dsDNA
o dhugosci 1316 par zasad [rysunek IV.18A]. Produkt RT-PCR rozcienczano 50-krotnie
1 wykorzystywano do kolejnej reakcji PCR [III.2.4]. Stosowano w niej startery E2-W5
1 E2-W3 [III.1.4], specyficzne wobec sekwencji zlokalizowanej wewnatrz produktu
RT-PCR. Przyjete postgpowanie umozliwito bardzo wydajna i specyficzna amplifikacje
1166 nukleotydowego fragmentu genomu wirusowego, obejmujacego gen E2 wraz
z krotkimi rejonami oskrzydlajacymi [rysunek IV.18A]. Miejsca przytaczania starterow
zlokalizowane zostaly poza genem E2, dzigki czemu zachowana byla sekwencja
réznych wariantow E2, obecnych w organizmie pacjenta. Kolejnym zaplanowanym
etapem byto wprowadzenie uzyskanych czasteczek dsDNA do plazmidu pUC19, w celu
uzyskania pojedynczych klonéw, ktére nastgpnie byly sekwencjonowane. Stosownie do
tego, uzyte w reakcji PCR startery E2-W5 1 E2-W3 wprowadzaly miejsca
rozpoznawane przez endonukleazy restrykcyjne, odpowiednio, EcoRI i Pstl. Miejsca te
wybrano, jako rzadko wystepujace w sekwencjach genu E2, zdeponowanych
w internetowej  bazie danych Los Alamos HCV  Sequence Database

(http://hcv.lanl.gov/content/hcv-index). Niestety okazalo sig, ze w wyniku cigcia

uzyskanych dsDNA za pomoca EcoRI i Pstl [II1.2.8.1], otrzymano produkty o r6znych
dlugosciach [II1.2.6, rysunek IV.18B]. Uzyskane rezultaty $wiadczyly, ze dsDNA
odpowiadajace genowi E2 (dsDNA-E2), obecnemu w réznych populacjach HCV,
charakteryzuja si¢ znaczna zmienno$cia 1 zawieraja jedno badz kilka miejsc
rozpoznawanych przez wybrane enzymy restrykcyjne, co utrudnitoby ich sklonowanie.

Postanowiono zatem zastosowaé alternatywna strategi¢, umozliwiajaca bezposrednie
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klonowanie produktow PCR, niezaleznie od obecnosci konkretnych miejsc
rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. W tym celu postuzono si¢ plazmidem
pGEM®-T Easy [III.1.3]. Plazmid ten dostarczany jest w formie liniowej, posiadajacej
na obu koncach pojedyncze wystajace (niesparowane) reszty tymidynowe. Dwuniciowy
DNA-E2 uzyskany zostal przy uzyciu polimerazy DNA Taq, wykazujacej zdolnos¢ do
dodawania na koncach 3’ dodatkowych (niekodowanych przez czasteczkg¢ matrycowa)
wystajacych reszt adenozynowych. Dzigki tej wlasciwos$ci enzymu, mozliwe byto tatwe
wprowadzenie dsDNA-E2 do plazmidu pGEM"-T Easy [II1.2.13]. Podobnie jak pUC18
i pUCI19, posiada on gen kodujacy enzym hydrolizujacy ampicyling oraz miejsce
klonowania zlokalizowane wewnatrz genu lacZ, co pozwala na identyfikacjg

wiasciwych kolonii bakteryjnych metoda a-komplementac;ji.

A B
1 2 3 1
- -
- produkt RT-PCR (1316pz) -
:E‘,gg ® . tprodukt PCR (ds NA—é)z; 1166pz) 1000~ "=
750
500

400
300

200

12 3 45 6 7 8 910111213

1000 : - . sep . . . . . . \ pGEM®-T Easy-E2

Rysunek IV.18. Amplifikacja i klonowanie genu E2 HCV.

(A) Przyktadowy wynik rozdziatu w 1% zelu agarozowym produktow reakcji RT-PCR (Sciezka 2) oraz PCR
(Sciezka 3), w ktoérych amplifikowano gen E2 wraz z otaczajacymi go krétkimi fragmentami genow E1
i p7. Sciezka 1 - wzorzec mas [Ill.1.12.1]. (B) Przyktadowy wynik rozdziatu w 1% zelu agarozowym
produktéw analizy restrykcyjnej dsDNA-E2, pochodzacego z roznych populacji wirusowych. Produkty
dsDNA-E2 poddano cigciu restrykcyjnemu EcoRl i Pstl. Zidentyfikowano trzy profile restrykcyjne
badanych wariantéw, uwidocznione w $ciezkach 2-4. Sciezka 1 - wzorzec mas [lI.1.12.1]. (C)
Przyktadowy obraz rozdziatu w 1% zelu agarozowym produktow reakcji PCR, przeprowadzonej w celu
identyfikacji plazmidéw, zawierajacych zadany insert. W przedstawionym przypadku, insert obecny byt
we wszystkich wyizolowanych plazmidach, co stwierdzono na podstawie obecnosci dsDNA o dtugosci
1166 par zasad w $ciezkach 2-13. Sciezka 1 - wzorzec mas [l11.1.12.1]. (D) Schematyczne przedstawienie
plazmidu pGEM®-T Easy z wklonowanym genem E2 (kolor zdtty) i krotkimi fragmentami gendw go
otaczajacych (kolor zielony). Tak przygotowany konstrukt stuzyt jako matryca wyjsciowa w reakcjach
PCR (strzatkami oznaczono miejsca przytaczania stosowanych starterow), majacych na celu
przygotowanie genu E2 do klonowania do wektorow ekspresyjnych.

Produktem ligacji transformowano komorki kompetentne E. coli DHS5a

[111.2.18.2]. Pojedyncze kolonie, otrzymane na szalkach ze stala pozywka selekcyjna
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[II1.1.10.1], wykorzystano do przygotowania ptynnych kultur bakteryjnych, z ktérych
nastgpnie izolowano plazmidy [II1.2.9]. Ze wzgledu na polimorfizm genu E2
1 wynikajace z niego problemy w interpretacji wynikow analizy restrykcyjnej, plazmidy
posiadajace wiaczony insert identyfikowano metoda PCR [II1.2.4]. Rowniez w tym
przypadku do mieszaniny reakcyjnej dodano startery E2-WS5 1 E2-W3. Matrycami
w przeprowadzonych reakcjach byly wyizolowane plazmidy. Poniewaz startery byty
specyficzne wobec insertu, spodziewano si¢ uzyska¢ produkt — dsDNA o dtugosci 1166
par zasad — wylacznie wowczas, gdy uzyty jako matryca plazmid zawierat wlasciwy
insert [rysunek IV.18C]. Plazmidy, dla ktérych uzyskano pozytywny wynik PCR,
oczyszczono [II1.2.7] 1 poddano sekwencjonowaniu za pomoca starteréw T7 i R-pGEM
[[I1.2.11, III.1.4]. Sposréd otrzymanych klonéw wybrano te, ktore zawieraty gen E2,
pozbawiony mutacji wprowadzajacych przedwczesnie kodon stop.

Podsumowanie. Opracowano strategi¢ amplifikacji i klonowania genu E2 HCV,
w ktorej wykorzystano materiat genetyczny wirusa, izolowany z probek krwi pobranej
od pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu C. Zaprojektowano startery,
umozliwiajace efektywne i specyficzne powielenie genu E2 wraz z otaczajacymi go
fragmentami genéw E1 i p7. W wyniku przeprowadzonego post¢gpowania sklonowano
kilka wariantow genu E2, reprezentujacych populacje wirusowe, pochodzace zarowno
od osob, ktore nie zareagowaly na leczenie, jak 1 pacjentow przejawiajacych trwala
odpowiedz. Uzyskane klony E2 w plazmidzie pGEM®-T Easy stuzyly jako matryce

w pdzniejszych probach wprowadzenia genu E2 do wektorow ekspresyjnych.

IV.2.3.2. Ekspresja genu E2 w komérkach bakterii Escherichia coli

Majac do dyspozycji serig¢ klonow E2, dokonano wyboru wariantéw, ktére mialy
by¢ poddane ekspresji. Z wczedniejszych analiz filogenetycznych dokonanych na
podstawie rejonu HVR1 wynikato, ze warianty pochodzace od o0so6b z trwata
odpowiedzia na terapi¢ znacznie roznily sig, zarbwno w obrebie jednego quasi-gatunku,
jak 1 pomigdzy réznymi populacjami [IV.1.3, rysunek IV.10]. W przeciwiefistwie do
nich, populacje obecne u pacjentow z brakiem odpowiedzi, sktadaty si¢ z bardzo
podobnych lub identycznych wariantow. Postanowiono zatem otrzymaé¢ dwa warianty
biatka E2 — jeden reprezentowatby populacj¢ HCV obecna u pacjenta niewyleczonego
(NR), drugi — populacj¢ obecna u osoby z trwala odpowiedzia na leczenie (SR).
Zdecydowano zatem, by wariant E2-SR pochodzil od pacjenta P2-02. Wariant E2-NR

pochodzit natomiast od pacjenta P2-05, i jednocze$nie reprezentowal grupe
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filogenetyczna numer 1, skupiajaca warianty HVR1 obecne u kilkorga dzieci [rysunek
IV.10]. Na podkreslenie zastluguje fakt, iz w momencie wyboru wariantéw genu E2 do
ekspresji, dysponowano jedynie ich sekwencjami oraz wynikami przeprowadzonej
analizy bioinformatycznej. W tym czasie terapia pacjentow byta bowiem w toku i nie
posiadano zadnych danych na temat jej przebiegu, ani tym bardziej koncowego
rezultatu. Na podstawie posiadanych przestanek trafnie przewidziano zatem
prawdopodobny wynik leczenia.

Uzyskane wcze$niej sekwencje nukleotydowe wybranych klonow E2 poddano
translacji in silico, otrzymujac sekwencje aminokwasowe. Jak wykazato ich
poréwnanie, warianty biatka roznily si¢ 25 resztami aminokwasowymi, z czego 8
przypadato na rejon HVRI1. Aby zwigkszy¢ prawdopodobienstwo obecnosci E2
we frakcji biatek rozpuszczalnych, postanowiono otrzymaé¢ jego skrocona forme,
(liczaca 287 reszt aminokwasowych), pozbawiona domeny transblonowej

1 poprzedzajacego ja rejonu hydrofobowego [rysunek IV.19].
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Rysunek IV.19. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych dwéch wybranych wariantow E2.
Sekwencje nukleotydowe dwoch wariantéw E2 poddano translacji in silico, otrzymujac sekwencje
aminokwasowe. Wariant E2-NR reprezentowat populacje obecne u osob niewyleczonych, natomiast
E2-SR - obecne u pacjentdow z trwata odpowiedzig na terapie. Kropkami w sekwencji SR oznaczono
reszty aminokwasowe identyczne w stosunku do sekwencji NR. Kolorem jasnoniebieskim oznaczono
usunieta domene transbtonowa, wraz z poprzedzajacym ja rejonem hydrofobowym.

Iv.2.3.2.1 Konstrukcja wektorow ekspresyjnych pET-11a kodujacych gen E2

W celu uzyskania ekspresji genu E2 w komoérkach bakteryjnych, postuzono sig
plazmidem pET-11a [III.1.3]. W plazmidzie tym miejsce klonowania zlokalizowane
jest ponizej promotora T7, a zarazem w odpowiedniej odleglo$ci ponizej miejsca
wiazania rybosomu. Ulokowanie genu E2 we wiasciwej ramce odczytu, zapewniajacej
prawidtowy przebieg translacji, osiagnieto wykorzystujac do klonowania miejsce
rozpoznawane przez endonukleazg Ndel i zawierajacego kodon start. Plazmid pET-11a
posiada ponadto gen kodujacy enzym rozkladajacy ampicyling (B-laktamazg), co

umozliwia selekcje transformowanych nim komorek bakteryjnych.

136



Wyniki

Aby uzyska¢ sekwencje dsDNA, odpowiadajaca skroconemu genowi E2,
przeprowadzono reakcje PCR [II1.2.5], w ktorych jako matryce wykorzystano
otrzymane uprzednio plazmidy pGEM®-T Easy-NR i pGEM®-T Easy-SR, kodujace
dwa warianty genu E2. W reakcjach tych zastosowano nastgpujace startery: F-05SNde
1R-6-05 dla E2-NR, oraz F-02Nde i R-02-Bam6 dla E2-SR [III.1.4]. W obu
przypadkach, startery wprowadzaly sekwencj¢ rozpoznawana przez enzym Ndel na
koncu 5’ oraz sekwencje¢ kodujaca znacznik histydynowy (sze$¢ reszt histydynowych)
wraz z nastgpujacym po nim kodonem stop i sekwencja rozpoznawang przez enzym
BamHI na koncu 3°. Jak wspomniano uprzednio, w wyniku reakcji powielono odcinek
genu, kodujacy wybrany fragment E2 (reszty aminokwasowe 1-287). Produkty PCR,
jak rowniez plazmid pET-11a, poddano cigciu restykcyjnemu enzymem Ndel
[[11.2.8.2], a nastgpnie, po oczyszczeniu, enzymem BamHI [II1.2.8.1]. Uzyskane
substraty reakcji ligacji analizowano metoda elektroforezy w zelu agarozowym
w warunkach natywnych [III.2.6]. W kolejnym etapie przygotowane plazmidy i inserty
poddano ligacji [II1.2.12], ktorej produktami transformowano komorki kompetentne
E. coli DH5a [I11.2.18.2]. Transformowane bakterie hodowano na szalkach ze stala
pozywka LB zawierajaca ampicyling [III.1.10.1] Uzyskane pojedyncze kolonie uzyto
do przygotowania ptynnych kultur, z ktorych izolowano plazmidy [III.2.9].
Prawidlowo$¢ procesu klonowania potwierdzono, tnac wyizolowane plazmidy
endorestryktaza EcoRI [II1.2.8.1] i analizujac uzyskane produkty metoda elektorforezy
w zelu agarozowym w warunkach natywnych [II1.2.6]. Plazmid pET-11a, podobnie jak
wariant E2-SR, zawiera jedno miejsce rozpoznawane przez EcoRI. Wariant E2-NR
natomiast posiada dwa miejsca rozpoznawane przez t¢ endonukleazg. Stosownie do
tego, w wyniku cigcia plazmidow pET-11a-SR, z wektora wyzwalany byt dsDNA
o dhugosci ok. 660 par zasad. W przypadku plazmidow pET-11a-NR, pojawial si¢
dodatkowy produkt cigcia, o dtugosci ok. 470 par zasad. Plazmidy wyzwalajace
oczekiwane fragmenty sekwencjonowano przy uzyciu starteréw pET11a5’ i pET11a3’
[[I1.2.11]. Na tej podstawie dokonano wyboru odpowiednich wektoréw, pET-11a-SR
1 pET-11a-NR, ktore postuzyty do dalszych badan [rysunek 1V.20].
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HisTag
pET-11a-E2

E2

Ndel BamHI

Rysunek 1V.20. Wektor ekspresyjny pET-11a kodujacy gen E2 HCV.

Skrdcony gen E2 wprowadzono do plazmidu ekspresyjnego pET-11a pomiedzy miejsca restrykcyjne Ndel
i BamHI. Kodon start, zawarty w miejscu rozpoznawanym przez endonukleaze Ndel znajdowat sie
bezposrednio przed pierwszym kodonem biatka E2. Na koncu 3’ genu wprowadzono sekwencje kodujaca
znacznik histydynowy, tzw. His-Tag oraz kodon stop. Postepowanie to przeprowadzono réownolegle dla
dwoch wariantow genu E2, otrzymujac wektory pET-11a-SR i pET-11a-NR.

IV.2.3.2.2  Ekspresja genu E2 w komérkach E.coli BL21(DE3)pLysS

Otrzymane wektory ekspresyjne, kodujace oba warianty genu E2, wprowadzono
do komoérek kompetentnych E.coli BL21(DE3)pLysS [III.1.2] na drodze transformacji
metoda szoku cieplnego [I11.2.18.2]. Wybrany szczep posiada zintegrowany z genomem
gen [ bakteriofaga T7, umieszczony pod kontrola promotora /ac. Gen ten koduje
polimeraz¢ RNA T7. Aktywacja promotora nast¢puje wskutek dodania do pozywki
izopropylotiogalaktozydu (IPTG). Ponadto, szczep ten posiada plazmid pLysS,
w ktorym obecny jest gen lizozymu bakteriofaga T7 oraz enzymu hydrolizujacego
chloramfenikol. Lizozym powstajacy w bakteriach pelni dwie funkcje. Po pierwsze,
inhibuje bakteriofagowa polimeraz¢ 1 zapobiega transkrypcji z promotora T7
w nieindukowanych komorkach bakteryjnych. Po drugie, odpowiada za indukowana
niska temperatura liz¢ $cian komoérkowych bakterii, przez co utatwia proces izolacji
biatek.

Sposrdéd otrzymanych na szalce kolonii bakteryjnych, transformowanych
plazmidem pET-11a-SR lub pET-11a-NR, wybrano jedna i sporzadzono plynna kulturg
w celu przeprowadzenia ekspresji E2 w skali analitycznej [I11.2.22]. Hodowlg bakterii
prowadzono do chwili osiagnigcia przez nia gestosci optycznej ODgpy = 0,4-0,6.
Wowczas zachodza najbardziej intensywne podzialy komorek (faza wzrostu
logarytmicznego), jest to zatem najkorzystniejszy moment by indukowaé ekspresjg
heterologicznego genu. Ekspresj¢ E2 indukowano, dodajac do pozywki IPTG, co
umozliwito rozpoczgcie w bakteriach biosyntezy polimerazy T7, a nastepnie
transkrypcje 1 translacj¢ genu, znajdujacego si¢ pod kontrola promotora T7. Przed
dodaniem IPTG, z niewielkiej iloSci hodowli sporzadzono stok glicerolowy, ktory
przechowywano w temperaturze -80°C i wykorzystywano w podzniejszym czasie, do
przygotowywania kultur bakteryjnych z pominigciem etapu transformacji. Przebieg

ekspresji monitorowano, pobierajac niewielkie porcje hodowli tuz przed indukcja, jak
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1po uptywie 1, 2 1 3 godzin. Biatka rozpuszczano, dodajac do komérek bakteryjnych
buforu 1x SB [II1.1.9.17.2], a nastgpnie analizowano metoda elektroforezy w 12% zelu
poliakryloamidowym, w warunkach denaturujacych [II1.2.26]. Dodatkowo, pobrano
oddzielna porcje komorek 1 przeprowadzono analiz¢ rozpuszczalnos$ci zawartych w nich
biatek [I11.2.23]. Po uwidocznieniu ekstrahowanych bialek w zelu, w prdobach
pobranych po indukcji ekspresji, zaobserwowano obecno$¢ wyraznego prazka,
odpowiadajacego najprawdopodobniej skréconemu biatku E2 (ok. 32 kDa) [rysunek
IV.21A]. Przypuszczenie to potwierdzono, wycinajac odpowiedni fragment zelu
ipoddajac zawarte w nim biatka analizie metoda spektrometrii mas w aparacie
MALDI-TOF. Niestety, okazato si¢, ze zdecydowana wigkszo$¢ powstatego E2
wystgpowata we frakcji biatek nierozpuszczalnych, najprawdopodobniej wskutek
gromadzenia si¢ w tzw. ciatkach inkluzyjnych. Ich tworzenie jest czgsto reakcja
obronng komorek bakteryjnych na obecno$¢ obcego biatka. Poniewaz wstepne proby
oczyszczenia biatka nie powiodly sig, postanowiono zoptymalizowa¢ warunki
prowadzenia hodowli, majac na uwadze zwigkszenie zawartosci E2 we frakcji biatek
rozpuszczalnych. W tym celu, po indukcji hodowlg inkubowano w temperaturze 27°C,
a nie jak wczesniej 37°C. W takich warunkach dochodzi do zwolnienia metabolizmu
bakterii, obejmujacego takze biosynteze biatek. Wowczas potencjalnie szkodliwe obce
biatka powstaja w mniejszej ilosci, dzigki czemu tworzenie ciatek inkluzyjnych jest
ograniczone. Z tego samego wzgledu wydluzono czas prowadzenia hodowli do 16
godzin po dodaniu IPTG i ponownie przeprowadzono analiz¢ rozpuszczalno$ci biatek
[II1.2.23]. Prowadzono tez rownolegle hodowl¢ przez 16 godzin, w temperaturze 37°C.
Otrzymane preparaty biatkowe poddano rozdziatowi w 15% zelu poliakryloamidowym
w warunkach denaturujacych [II1.2.26; rysunek IV.21B]. Zgodnie z oczekiwaniami,
sktad frakcji biatek rozpuszczalnych uzyskanych w réznych warunkach byt odmienny.
Na podstawie otrzymanych wynikow, zdecydowano prowadzi¢ dalsze do§wiadczenia,
obnizajac temperatur¢ inkubacji indukowanej hodowli do 27°C, przy jednoczesnym
wydtuzeniu czasu jej trwania do 16 godzin. W takich warunkach przeprowadzono

ekspresj¢ genu E2 w skali preparatywne;j [111.2.22].

139



Wyniki

6 7 8 9 10 11 12

35 kDa}

25 kDa | g

T
AL -
e ]

Rysunek IV.21. Analiza ekspresji genu E2 w komérkach E.coli BL21(DE3)pLysS.

(A) Przebieg ekspresji genu E2 w komorkach E.coli BL21(DE3)pLysS - wynik rozdziatu preparatow w 12%
zelu PAA. W poszczegoélnych $ciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Unstained Protein Molecular
Weight Marker; 2 - ekstrakt biatek z komoérek bakteryjnych przed indukcja ekspresji; 3 - ekstrakt biatek
z komorek bakteryjnych 1 h po indukcji; 4 - ekstrakt biatek z komédrek bakteryjnych 2 h po indukcji;
5 - ekstrakt biatek z komodrek bakteryjnych 3 h po indukcji. (B) Wptyw warunkéw hodowli na
rozpuszczalnos¢ biatek bakteryjnych - preparaty rozdzielano w 15% zelu PAA. W poszczegolnych
sciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec dtugosci Unstained Protein Molecular Weight Marker;
2-3 - catkowity ekstrakt biatek z komorek bakteryjnych przed indukcja ekspresji; 4 - catkowity ekstrakt
biatek z komoérek bakteryjnych 3 h po indukcji ekspresji prowadzonej w temperaturze 37°C; 5 - frakcja
biatek rozpuszczalnych po 3 h ekspresji prowadzonej w temperaturze 37°C; 6 - frakcja biatek
nierozpuszczalnych po 3 h ekspresji prowadzonej w temperaturze 37°C; 7 - catkowity ekstrakt biatek
z komorek bakteryjnych 16 h po indukcji ekspresji prowadzonej w temperaturze 37°C; 8 - frakcja biatek
rozpuszczalnych po 16 h ekspresji prowadzonej w temperaturze 37°C; 9 - frakcja biatek
nierozpuszczalnych po 16 h ekspresji prowadzonej w temperaturze 37°C; 10 catkowity ekstrakt biatek
z komorek bakteryjnych 16 h po indukcji ekspresji prowadzonej w temperaturze 27°C; 11 - frakcja
biatek rozpuszczalnych po 16 h ekspresji prowadzonej w temperaturze 27°C; 12 - frakcja biatek
nierozpuszczalnych po 16 h ekspresji prowadzonej w temperaturze 27°C.

IV.2.3.2.3  Oczyszczanie biatka E2, otrzymanego w komoérkach E.coli
BL21(DE3)pLysS

Biatko E2 zawarte w preparatach wyizolowanych z komorek E. coli
BL21(DE3)pLysS oczyszczono wstgpnie metoda chromatografii jonowymiennej
[II1.2.25.1]. Polega ona na odwracalnym wiazaniu czasteczek obdarzonych tadunkiem
(w tym przypadku bialek) do unieruchomionych na statym podtozu czasteczek
o fadunku przeciwnym. Ekstrakt biatkowy z komoérek E. coli BL21(DE3)pLysS
natozono na kolumng wypeklniona ztozem DEAE-celulozowym. Ze wzgledu na
obecno$¢ trzeciorzgdowych grup aminowych, DEAE-celuloza posiada dodatni tadunek,
dzicki czemu wiazata ujemnie natadowane biatka. Nastepnie zloze przemywano
gradientem NaCl w buforze fosforanowym. W ten sposéb, zwigkszajac sile jonowa
poszczeg6lnych porcji buforu, doprowadzono do stopniowego wypierania biatek ze
ztoza. Sklad poszczegélnych frakeji analizowano metoda elektroforezy w 15% zelu

poliakryloamidowym, w warunkach denaturujacych [II1.2.26; rysunek IV.22A].
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Rysunek 1V.22. Analiza preparatow biatkowych otrzymanych po oczyszczaniu na ztozu
DEAE-celulozowym.

(A) Wynik rozdziatu uzyskanych frakcji w 15% zelu PAA. W poszczegélnych Sciezkach uwidoczniono:
1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards; 2 - ekstrakt biatek E.coli BL21(DE3)pLysS
przed indukcja ekspresji E2 (kontrola negatywna); 3 - ekstrakt biatek E.coli BL21(DE3)pLysS 3 h po
indukcji ekspresji E2 (kontrola pozytywna); 4 - ekstrakt biatek E.coli BL21(DE3)pLysS 3 h po indukcji
ekspresji E2 przed natozeniem na ztoze DEAE-celulozowe; 5-6 - frakcje biatek niezwiazanych ze ztozem;
7-9 - frakcje biatek po przemyciu buforem z 50 mM NaCl; 10-12 - frakcje biatek po przemyciu buforem
z 100 mM NaCl; 13-15 - frakcje biatek po przemyciu buforem z 150 mM NaCl; 16-18 - frakcje biatek po
przemyciu buforem z 200 mM NaCl; 19-21 - frakcje biatek po przemyciu buforem z 250 mM NaCl. (B)
Analiza biatek metoda western blot, przy zastosowaniu przeciwciat specyficznych wobec E2. Opis
sciezek jak na rysunku A.

Poniewaz wybarwienie zeli komasyna nie pozwolito zidentyfikowaé prazka
odpowiadajacego biatku E2, starano si¢ potwierdzi¢ jego obecnos¢ metoda western blot
[[II.2.27]. W metodzie tej do detekcji bialek rozdzielonych w Zelu, a nastgpnie
unieruchomionych na membranie, uzywa si¢ specyficznych przeciwcial.
W prezentowanych badaniach postuzono si¢ dostgpnymi komercyjnie kozimi
przeciwcialami  pierwszorzegdowymi anty-E2 HCV  (I-rz). Jako przeciwciala
drugorzegdowe  wykorzystano  skierowane przeciwko kozim  przeciwcialom
immunoglobuliny krdlicze, sprz¢zone z fosfataza alkaliczng (II-rz-AP) [II1.1.7]. Enzym
ten katalizuje hydroliz¢ BCIP (sol toluidynowa 5-bromo-4-chloro-3-indolofosforanu) do
zwiazku przej$ciowego, ktory w obecnosci NBT dimeryzuje, tworzac barwny produkt.
Umieszczenie membrany w roztworze zawierajacym BCIP 1 NBT umozliwia wykrycie
kompleksu E2:I-rz:II-rz-AP. Prazki odpowiadajace biatku E2 zidentyfikowano we
frakcjach zebranych po przemyciu ztoza buforem zawierajacym 200 i 250 mM NacCl.

Drugim etapem oczyszczania byla chromatografia powinowactwa do jonow

niklu [II[.2.25.2.1]. W metodzie tej wykorzystuje si¢ zdolnos¢ pierScieni
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imidazolowych reszt histydynowych do wiazania z jonami niklu Ni*,
unieruchomionymi na ztozu agarozowym. Poniewaz bialko E2 posiadato na koncu C
sze$¢ reszt histydynowych (znacznik histydynowy, tzw. His-Tag), powinno wydajnie
wigza¢ si¢ ze zlozem. Polaczone frakcje zawierajace E2 wymyte z kolumny
DEAE-celulozowej zaggszczono na filtrze 10 kDa, w buforze przeznaczonym do
kolumny niklowej [II1.2.24] i inkubowano ze zlozem Ni*". Nastepnie wypetniona nim
kolumng przemywano gradientem imidazolu, ktéry konkurowal z resztami histydyny
o wiazanie jonow Ni’’, stopniowo wypierajac bialka ze zloza. Zebrane frakcje
analizowano metoda elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym, w warunkach
denaturujacych [I11.2.26].

Wbrew oczekiwaniom, biatko E2 nie wiazato si¢ efektywnie z jonami niklu,
unieruchomionymi na ztozu i byto catkowicie wymywane przy 20 i 50 mM stezeniu
imidazolu, podobnie jak wigkszo§¢ biatek zawartych w preparacie. Wczesniejsza
analiza metoda MALDI-TOF wykazata obecno$¢ szesciu reszt histydynowych, na
koncu karboksylowym biatka E2. Brak powinowactwa E2 do =zloza byl
najprawdopodobniej uwarunkowany struktura biatka, uniemozliwiajaca prawidlowe

oddzialywanie pomiedzy znacznikiem histydynowym a jonami Ni*",

IV.2.3.2.4  Konstrukcja wektorow ekspresyjnych pET-30 Ek/LIC i pMAL-c4E
kodujacych gen E2

Biorac pod uwage powyzsze wyniki, postanowiono otrzyma¢ nowe konstrukty
kodujace biatko E2, umozliwiajace zastosowanie innych metod oczyszczania. W tym
celu postuzono si¢ dwoma plazmidami, pET-30 Ek/LIC oraz pMAL-c4E [III.1.3].
Pierwszy umozliwia produkcje¢ biatka zaopatrzonego w dodatkowy peptyd na koncu
aminowym. Peptyd ten zawiera sekwencje rozpoznawana przez enterokinazg,
poprzedzona znacznikiem histydynowym oraz znacznikiem SeTag. Sa one
wykorzystywane do dwuetapowego oczyszczania biatka metoda chromatografii
powinowactwa na ztozu niklowym 1 zlozu zawierajacym biatko S. Plazmid ten
dostarczany jest w formie liniowej, posiadajacej kilkunastonukleotydowe odcinki
jednoniciowe na obu koncach. Ich obecno$¢ umozliwia wprowadzenie odpowiednio
przygotowanego insertu na drodze hybrydyzacji jednoniciowych fragmentow (bez
udziatlu ligazy DNA). Aby uzyska¢ wtasciwe inserty kodujace oba warianty genu E2,
przeprowadzono reakcje PCR [II1.2.5], w obecnosci starterow F-02LIC 1 R-02LIC dla
wariantu E2-SR oraz F-O5LIC i R-O5LIC dla wariantu E2-NR [III.1.4]. Jako matryce
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wykorzystano wektory pET-11a-SR 1 pET-11a-NR. Zastosowane startery wprowadzaly
sekwencje umozliwiajace klonowanie do plazmidu pET-30 Ek/LIC oraz kodon stop na
koncu 3’ skroconych wariantow genu E2. Nastgpnie, produkty PCR poddano dziataniu
polimerazy DNA T4, wykazujacej aktywnos$¢ 3°—5’ egzonukleazowa [I11.2.14]. Pod
nieobecnos¢ trifosforandow deoksyrybonukleozydéw, polimeraza DNA T4  usuwa
nukleotydy w kierunku 3’—5’, natomiast w ich obecnos$ci rownowaga reakcji przesuwa
si¢ w kierunku polimeryzacji. W opisywanym przypadku, w mieszaninie reakcyjnej
zawarty byt jedynie trifosforan deoksyryboadenozyny (dATP). Polimeraza degradowata
zatem ni¢ 3°—5° do momentu, gdy w nici matrycowej znalazta si¢ deoksyrybotymidyna
(dT). Wowczas nastgpowalo wilaczenie dATP, jednak dalsze wydluzanie nie byto
mozliwe. W rezultacie, na obu koncach insertow pozostaty kilkunastonukleotydowe
fragmenty jednoniciowe, komplementarne do odpowiednich rejonéw plazmidu pET-30
Ek/LIC. Tak przygotowane inserty poddano hybrydyzacji z plazmidem [II1.2.14],
a nastgpnie wprowadzono do komoérek E. coli DHS5o metoda szoku cieplnego
[[11.2.18.2]. Z pojedynczych kolonii otrzymanych na szalkach z pozywka LB
zawierajaca kanamycyng [III.1.10.1] przygotowano ptynne kultury, z ktérych
izolowano plazmidy [II1.2.9]. Prawidtowos¢ procesu klonowania potwierdzono metoda
PCR [III.2.4], wykorzystujac startery F-pET30 1 R-pET30 [III.1.4]. Poniewaz miejsca
hybrydyzacji starterow oskrzydlalty miejsce klonowania, na podstawie analizy
produktow PCR metoda elektroforezy w zelu agarozowym [I11.2.6] dokonano wyboru
plazmidow zawierajacych insert [rysunek IV.23A]. Wybrane klony poddano
sekwencjonowaniu [II1.2.11] przy uzyciu straterow F-pET30 i R-pET30.

Roéwnolegle przygotowano wektory ekspresyjne na podstawie plazmidu
pMAL-c4E, kodujacego biatko wiazace maltozeg, (ang. maltose binding protein, MBP).
Potaczenie E2 z MBP powinno wyraznie zwigkszy¢ rozpuszczalno$¢ produktu. Miejsce
klonowania w tym plazmidzie znajduje si¢ ponizej genu MBP 1 krotkiego tacznika,
kodujacego  sekwencj¢  aminokwasowa rozpoznawana przez  enterokinaze.
Wprowadzenie insertu w tej samej ramce odczytu umozliwia produkcj¢ biatka
fuzyjnego, a nastgpnie oczyszczenie go metoda chromatografii powinowactwa na ztozu
amylozowym. W celu uzyskania wlasciwych insertow kodujacych oba warianty genu
E2, przeprowadzono reakcj¢ PCR [III.2.5], z wykorzystaniem starteréw F-02pMAL
1R-02pMAL dla wariantu E2-SR oraz F-05pMAL 1 R-05pMAL dla wariantu E2-NR
[[II.1.4], jako matryc¢ uzyto wektor pET-11a-SR Iub pET-11a-NR. Startery
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komplementarne do konca 3’ namnazanego fragmentu genu wprowadzaty kodon stop
oraz miejsce rozpoznawane przez endonukleaz¢ BamHI. Produkty reakcji PCR poddano
dalszej obrobce, polegajacej na trawieniu jednoniciowych wystajacych koncow
[[I1.2.15], oraz cigciu restrykcyjnemu BamHI [II1.2.8.1]. Plazmid trawiono Kpnl
[III.2.8.2], nastgpnie usuni¢to jednoniciowe wystajace konce oraz cigto BamHI.
W rezultacie, ligacja insertu z plazmidem zachodzila przy wykorzystaniu
»tepego”i ,lepkiego”  konca.  Produktami  ligacji  transformowano  bakterie
i wyselekcjonowano niezalezne klony [II1.2.18.2, II1.2.9]. Obecno$¢ insertow
w wyizolowanych plazmidach wstgpnie potwierdzono, metoda PCR [II1.2.4], przy
uzyciu starterow F-pMAL i1 R-pMAL [IIl.1.4], oskrzydlajacych rejon klonowania,

a nastepnie metoda sekwencjonowania z uzyciem tych samych starteréw.

A
HisTag SeTag
pET-30 Ek/LIC-E2

E2 |
T E 4
LIC LIC
B
pMAL-c4E-E2
_ E2
Kpnl, tepy koniec BamHI

Rysunek IV.23. Wektory ekspresyjne kodujace gen E2 HCV.

(A) Skrocony gen E2 z kodonem stop wprowadzono do plazmidu ekspresyjnego pET-30 Ek/LIC metoda
niezalezng od ligacji, wykorzystujaca hybrydyzacje pomiedzy jednoniciowymi odcinkami insertu
i plazmidu - LIC. Takie wtaczenie docelowego genu zapewnia ulokowanie go w jednej ramce odczytu
z sekwencjami kodujacymi peptydy umozliwiajace oczyszczanie biatka na drodze chromatografii
powinowactwa: HisTag i SeTag. Peptydy te moga by¢ odciete dzieki obecnosci sekwencji
rozpoznawanych przez proteazy: trombine - T i enterokinaze - E. Otrzymano wektory kodujace oba
warianty genu E2: pET-30 Ek/LIC-SR i pET-30 EK/LIC-NR. (B) Skrocony gen E2 z kodonem stop
wprowadzono do plazmidu ekspresyjnego pMAL-c4E pomiedzy miejsca restrykcyjne Kpnl i BamHI,
umieszczajac go w jednej ramce odczytu z sekwencja kodujaca biatko wiazace maltoze - MBP.
Sekwencje kodujace oba biatka oddzielone sa krdtkim tacznikiem, kodujacym miejsce rozpoznawane
przez enterokinaze - E. Do plazmidu pMAL-c4E wprowadzono oba warianty E2, otrzymujac wektory
PMAL-c4E-SR i pMAL-c4E-NR.

IV.2.3.2.5 Ekspresja genu E2 wprowadzonego do plazmidéow pET-30 Ek/LIC
i pMAL-c4E oraz oczyszczanie otrzymanych biatek
Otrzymane wektory pET-30 Ek/LIC-SR 1 pET-30 EK/LIC-NR uzyto do
transformacji komoérek kompetentnych E. coli BL21(DE3)pLysS [II1.1.2] metoda szoku
cieplnego [II.2.18.2]. Sposréd uzyskanych na pozywce z kanamycyna kolonii

bakteryjnych wybrano jedna i sporzadzono plynna kultur¢ w celu przeprowadzenia
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ekspresji w skali analitycznej [111.2.22]. Hodowlg prowadzono w temperaturze 37°C, do
momentu osiagnigcia przez kultur¢ gestosci optycznej ODgoo = 0,4-0,5. Nastepnie
indukowano ekspresj¢ E2, dodajac IPTG. Z niewielkich porcji hodowli pobranych
przed indukcja, jak i po uptywie trzech godzin, ekstrahowano biatka i poddano je
analizie metoda elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym, w warunkach
denaturujacych [II1.2.26]. Przeprowadzono takze analiz¢ rozpuszczalno$ci biatek
[[11.2.23]. Po uwidocznieniu rozdzielonych biatek, w probach pobranych po indukcji
zaobserwowano obecno$¢ wyraznego prazka, odpowiadajacego skroconemu biatku E2,
zaopatrzonemu w dodatkowy peptyd (biatko o masie ok. 36 kDa). Jednocze$nie
stwierdzono, ze znaczna wigkszo$¢ powstajacego E2 znajdowata si¢ we frakcji biatek
nierozpuszczalnych [rysunek IV.24A]. Mimo to, podjg¢to probg oczyszczenia E2,

obecnego we frakcji bialek rozpuszczalnych.
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Rysunek IV.24. Analiza ekspresji genu E2 wprowadzonego do plazmidu pET-30 Ek/LIC oraz
preparatéw otrzymanych po dwoch etapach oczyszczania biatka.

(A) Ekspresja genu E2 w komoérkach E.coli BL21(DE3)pLysS - wynik rozdziatu preparatéw w 15% zelu PAA.
W poszczegblnych Sciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein
Standards; 2 - ekstrakt biatek z komorek bakteryjnych przed indukcja ekspresji; 3 - ekstrakt biatek
z komorek bakteryjnych 1 h po indukcji; 4 - ekstrakt biatek z komorek bakteryjnych 2 h po indukcji;
5 - ekstrakt biatek z komoérek bakteryjnych 3 h po indukcji; 6 - frakcja biatek rozpuszczalnych;
7 - frakcja biatek nierozpuszczalnych. (B) Analiza preparatow otrzymanych po dwoch etapach
oczyszczania biatka E2. Izolaty poddano elektroforezie w 15% zelu PAA. W poszczegolnych Sciezkach
uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards; 2 - potaczone frakcje biatek
wymyte ze ztoza niklowego buforem o 100 mM, 200 mM i 1 M stezeniu imidazolu (preparat ten natozono
nastepnie na ztoze zawierajace biatko S); 3 - frakcja biatek niezwigzanych ze ztozem zawierajacym
biatko S; 4-6 - frakcje biatek wymyte ze ztoza buforem S; 7 - frakcja biatek zwiazanych ze ztozem
zawierajacym biatko S. Wskutek odciecia peptydu obejmujacego znaczniki His-Tag i SeTag za pomoca
enterokinazy, masa czasteczkowa biatka E2 zmniejszyta sie z 36 kDa (E24) do 32 kDa (E2,).

Jako pierwsza metodg oczyszczania zastosowano chromatografi¢ powinowactwa
do jonéw niklu [II1.2.25.2.1]. Zaobserwowano znaczny wzrost efektywnosci wiazania
biatka E2 ze zlozem w poroéwnaniu do wczesniej stosowanego uktadu ekspresyjnego
[IV.2.3.2.3] — E2 bylo bowiem wymywane w zakresie od 0,03 do 1M stgzenia

imidazolu. Poniewaz w kazdej frakcji oprocz E2 znajdowaty si¢ rowniez liczne biatka
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bakteryjne, przeprowadzono drugi etap oczyszczania. W tym celu frakcje o stezeniu
imidazolu 100 mM, 200 mM oraz 1M polaczono i zaggszczono na filtrze w obecno$ci
buforu 1x S [II.2.24; 1I1.1.9.6.5]. Tak przygotowany preparat potaczono ze ztozem
zawierajacym biatko S [II1.2.25.2.2]. Biatko to jest fragmentem rybonukleazy A.
Subtylizyna przecina jedno wiazanie peptydowe w RNazie A, w wyniku czego powstaje
tzw. rybonukleaza S, zbudowana z dwoch $ciSle ztaczonych fragmentow: biatka S i
peptydu S. Zmodyfikowany peptyd S, tzw. SeTag, jest kodowany przez plazmid pET-30
Ek/LIC. Obecno$¢ znacznika SeTag w uzyskanym biatku umozliwia wykorzystanie
jego zdolnosci do wiazania biatka S jako metody oczyszczania. E2 usuwano ze zloza
(zawierajacego biatko S), odcinajac za pomoca enterokinazy peptyd obejmujacy His-
Tag 1 S*Tag. W ten sposob masa bialka E2 zmniejszala si¢ do 32 kDa. Niestety,
zastosowane procedury nie pozwolity otrzyma¢ homogennego preparatu [rysunek
IV.24B]. Jedynie niewielka czg$¢ biatka zaopatrzonego w znacznik SeTag zwiazata si¢
ze ztozem. Jednoczesnie, w tej samej frakcji obecne byly biatka bakteryjne. Poniewaz
zastosowana metoda okazala si¢ by¢ bardzo mato wydajna, przetestowano kolejny
system ekspresyjny.

Wektorami pMAL-c4E-SR i pMAL-c4E-NR transformowano komorki
kompetentne E. coli TB1 [II1.2.18.2]. W przeciwienstwie do wczesniej stosowanych
bakterii, szczep ten nie posiada genu kodujacego polimerazg RNA T7.
W zastosowanym systemie ekspresyjnym obecno$¢ tego enzymu nie jest potrzebna,
poniewaz w plazmidzie pMAL-c4E gen kodujacy biatko fuzyjne umieszczony jest pod
kontrola promotora bakteryjnego, fac. Analogicznie jak w  poprzednich
doswiadczeniach, przeprowadzono ekspresj¢ i1 analiz¢ rozpuszczalno$ci otrzymanych
biatek [I11.2.22; I1.2.23], ktora wykazata, ze wigkszo$¢ biatka fuzyjnego (o masie
ok. 70 kDa) obecna jest we frakcji biatek nierozpuszczalnych. Preparat zawierajacy
biatka rozpuszczalne poddano oczyszczaniu metoda chromatografii powinowactwa,
naktadajac go na kolumng wypetniona ztozem amylozowym [II1.2.25.2.3]. W metodzie
tej] wykorzystuje si¢ specyficzne oddzialywanie MBP z amyloza unieruchomiong na
ztozu. Po odplukaniu biatek niezwigzanych, kolumng przemyto buforem zawierajacym
10 mM maltoze, wypierajac biatka zwiazane ze zlozem. Wsrdéd tych ostatnich
zidentyfikowano biatko MBP-E2, MBP oraz niewielka ilo$¢ dodatkowych biatek
bakteryjnych [rysunek IV.25A, $ciezka 5].
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Rysunek 1V.25. Analiza preparatéow otrzymanych w wyniku oczyszczania biatka E2 po

ekspresji z wektora pMAL-c4E-E2.

(A) Wynik rozdziatu preparatow uzyskanych wskutek oczyszczania na ztozu amylozowym. Probki
rozdzielono metoda elektroforezy w 12% zelu PAA. W poszczegolnych sciezkach uwidoczniono:
1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards; 2 - frakcja biatek rozpuszczalnych przed
natozeniem na kolumne wypetniong ztozem amylozowym; 3-4 - frakcje biatek niezwigzanych ze ztozem,
5 - frakcja biatek zwigzanych ze ztozem; 6 - frakcja biatek zwigzanych ze ztozem po wymianie buforu;
7 - frakcja biatek zwiazanych ze ztozem po 16 h inkubacji z enterokinaza. (B) Analiza preparatow
biatkowych metoda western blot. Do detekcji zastosowano przeciwciata specyficzne wobec E2 HCV.
W poszczegolnych $ciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein
Standards; 2 - frakcja biatek zwiazanych ze ztozem amylozowym; 3 - frakcja biatek zwigzanych ze
ztozem po 16 h inkubacji z enterokinaza.

Frakcje zawierajace MBP-E2 polaczono i zaggszczono w buforze reakcyjnym
dla enterokinazy [II[.2.24]. Poniewaz miejsce rozpoznawane przez enzym
zlokalizowane jest pomigdzy biatkiem MBP a E2, spodziewano si¢ ze biatko fuzyjne
ulegnie przecigciu na te dwa komponenty. Analiza produktéw cigcia metoda
elektroforezy w 12% zelu poliakryloamidowym wykazata, ze wigkszo$¢ biatka
MBP-E2 rzeczywiscie ulegata przecigciu [rysunek IV.25A, $ciezka 7]. Jednocze$nie
okazato sig, ze znaczna ilo$¢ tego biatka degraduje w komodrkach E. coli i/lub podczas
oczyszczania. Wniosek taki mozna wysnu¢, analizujac uktad prazkow odpowiadajacych
biatkom o masie nieco przekraczajacej 40 kDa [rysunek IV.25A, $ciezka 6]. W wyniku
trawienia preparatu enterokinaza, biatka te przyjmowaly mase¢ 40 kDa, tworzac jeden
wyrazny prazek, odpowiadajacy MBP [rysunek IV.25A, Sciezka 7]. Oznacza to, ze byty
one produktami degradacji MBP-E2. Z tego powodu wydajnos¢ ekspresji E2 z wektora
PMAL-c4E-SR i pMAL-c4E-NR okazala si¢ znikoma, a biatko mozna byto uwidocznié¢
jedynie za pomoca techniki western blot [rysunek IV.25B].

IV.2.3.2.6  Wyboér optymalnego szczepu E. coli

Poniewaz wcze$niej] wykonane do$wiadczenia nie doprowadzily do uzyskania
oczyszczonego praparatu E2, przeprowadzono probe jego produkcji w  kilku

zmodyfikowanych szczepach bakteryjnych. W tym celu wektorami pETI11a-SR
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ipET11a-NR transformowano trzy szczepy E. coli: BL21-AI'" One Shot®,
Rosetta(DE3)pLysS 1 Origami B(DE3)pLysS [III.1.2]. Pierwszy z nich zawiera gen
kodujacy polimerazg¢ RNA T7 pod kontrola promotora araBAD, aktywowanego
dodaniem L-arabinozy. Jednocze$nie, promotor ten ulega represji w obecnosci glukozy,
ktora jest sktadnikiem pozywki. Ze wzgledu na $cisle kontrolowana ekspresj¢ obcego
genu, szczep ten szczegoOlnie dobrze nadaje si¢ do produkeji toksycznych bialek.
Bakterie szczepu Rosetta(DE3)pLysS posiadaja plazmid pRARE, zawierajacy geny
tRNA, rozpoznajacych sze$¢ kodonow, rzadko wystepujacych u E. coli. W ten sposob,
szczep ten umozliwia wydajna ekspresje obcego genu, zwlaszcza pochodzacego
z organizmu znacznie rézniacego si¢ od E. coli pod wzgledem czgstosci wykorzystania
poszczegolnych kodonow. Bakterie E. coli Origami B(DE3)pLysS posiadaja
specyficzne mutacje w genach kodujacych reduktaze tioredoksynowa i glutationowa.
Enzymy te sa odpowiedzialne za redukcj¢ wiazan disiarczkowych, zatem ich
inaktywacja umozliwia produkcj¢ biatek, w ktorych mostki S-S sa konieczne dla
osiagniecia witasciwej im konformacji. Analogicznie jak uprzednio, sporzadzono
kultury bakteryjne poszczegdlnych szczepow, transformowanych plazmidem pET1la
kodujacym skrécony gen E2 i inkubowano je w temperaturze 37°C. W chwili
osiagnigcia przez hodowle fazy wzrostu logarytmicznego pobrano niewielka jej porcje,
po czym indukowano ekspresj¢ [III.2.22]. Indukcja przebiegala podobnie jak
w przypadku stosowanego wczesniej szczepu E. coli BL21(DE3)pLysS, przez dodanie
IPTG. Wyjatkiem byt szczep BL21-AI" One Shot®, ktory do zaindukowania ekspresji
polimerazy RNA T7 wymaga podania L-arabinozy. Przebieg ekspresji monitorowano,
pobierajac niewielkie porcje kultur po uptywie 1, 2 i 3 godzin od indukcji. Nastepnie
przeprowadzono analiz¢ rozpuszczalno$ci bialek [I11.2.23]. Ekstrakty biatkowe
analizowano metoda elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych. [1I1.2.26; rysunek 1V.26]. Gen E2 ulegat bardzo wydajnej ekspresji we
wszystkich trzech szczepach bakteryjnych. Zdecydowana wigkszo$¢ powstatego biatka
ponownie jednak znajdowata si¢ we frakcji biatek nierozpuszczalnych, a w przypadku
komorek Rosetta(DE3)pLysS byla w niej zawarta calo$¢ produkowanego E2.
W przeciwnienstwie do nich, zaréwno w ekstraktach ze szczepu BL21-AI" One Shot®,
jak 1 Origami B(DE3)pLysS, stwierdzono obecnos¢ E2 takze we frakcji bialek
rozpuszczalnych. Ekspresj¢ tych szczepach przeprowadzono takze w temperaturze 27°C
przez 16 h, a dla komoérek Origami B(DE3)pLysS dodatkowo w temperaturze 18°C.

W tych warunkach (271 18°C) nie zanotowano jednak istotnego wzrostu wydajnosci
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produkcji E2. W nastepstwie dokonanych analiz, do dalszych do$wiadczen wybrano
szczep Origami B(DE3)pLysS, kierujac si¢ dwiema zasadniczymi przestankami. Po
pierwsze, zawarto§¢ E2 we frakcji biatek rozpuszczalnych byla w tych bakteriach
wzglednie najwigksza. Po drugie, komorki te posiadaja mutacje w genach kodujacych
reduktazy — powstajace biatka moga wigc tworzy¢ mostki disiarczkowe. Wczesniejsze
badania wskazywatly, ze ich powstanie umozliwia biatku E2 przyjecie natywnej
konformacji. Dodatkowo zaktadano, iz wilasciwe faldowanie wplynie korzystnie na

dostepnos¢ znacznika histydynowego, a zarazem na proces oczyszczania biatka.
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Rysunek IV.26. Analiza ekspresji genu E2 w trzech szczepach E. coli.

Wynik rozdziatu preparatow w 15% zelu PAA. W poszczegolnych Sciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec
mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards; 2 - catkowity ekstrakt biatek z komérek BL21-Al" One
Shot® przed indukcja ekspresji; 3 - catkowity ekstrakt biatek z komérek BL21-Al" One Shot® 3 h po
indukcji ekspresji; 4 - frakcja biatek rozpuszczalnych; 5 - frakcja biatek nierozpuszczalnych; 6 -
catkowity ekstrakt biatek z komorek Rosetta(DE3)pLysS przed indukcja ekspresji; 7 - catkowity ekstrakt
biatek z komérek Rosetta(DE3)pLysS 3 h po indukcji ekspresji; 8 - frakcja biatek rozpuszczalnych; 9 -
frakcja biatek nierozpuszczalnych; 10 - catkowity ekstrakt biatek z komorek Origami B(DE3)pLysS przed
indukcja ekspresji; 7 - catkowity ekstrakt biatek z komdrek Origami B(DE3)pLysS 3 h po indukcji
ekspresji; 8 - frakcja biatek rozpuszczalnych; 9 - frakcja biatek nierozpuszczalnych.

IV.2.3.2.7 Oczyszczanie biatka E2 otrzymanego w komoérkach E. coli Origami
B(DE3)pLysS

Biatko E2 obecne w preparatach wyizolowanych z komorek E. coli Origami
B(DE3)pLysS poddano oczyszczaniu metoda chromatografii powinowactwa do jonow
niklu [II1.2.25.2.1]. Ekstrakt zawierajacy E2 inkubowano ze zlozem niklowym,
a nastepnie natozono na kolumng. W kolejnym etapie, zloze przemywano gradientem
imidazolu, w ten sposdb doprowadzajac do stopniowego wypierania biatek ze zloza.
Zawartos¢ zebranych frakcji analizowano metoda elektroforezy w 15% zZelu
poliakryloamidowym, w warunkach denaturujacych [I11.2.26; rysunek IV.27A].

Zaobserwowano istotng zmiang powinowactwa biatka E2 do unieruchomionych
na ztozu jonéw Ni*". Bialko to bylo obecne we frakcjach, w ktérych stezenie imidazolu
wynosito od 0,04 do 1 M. Cho¢ ilos¢ biatka byta stosunkowo mata, to jednak mozna

byto jednoznacznie przypisa¢ odpowiadajacy mu prazek. Stosowny fragment zelu
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wycigto, a zawarte w nim bialka poddano analizie w spektrometrze MALDI-TOF.

Uzyskane wyniki potwierdzily obecnos¢ E2 we wstgpnie oczyszczonych preparatach.
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Rysunek IV.27. Analiza preparatow biatkowych otrzymanych w komérkach E. coli Origami
B(DE3)pLysS, po dwoch etapach oczyszczania.

(A) Analiza elektroforetyczna (15% zel PAA) frakcji biatek otrzymanych w wyniku oczyszczania na ztozu
niklowym. W poszczegélnych éciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein
Standards; 2 - frakcja biatek niezwigzanych ze ztozem; 3 - frakcja wymyta buforem o 10 mM stezeniu
imidazolu; 4 - frakcja wymyta buforem o 20 mM stezeniu imidazolu; 5 - frakcja wymyta buforem
0 40 mM stezeniu imidazolu; 6 - frakcja wymyta buforem o 50 mM stezeniu imidazolu; 7-8 - frakcje
wymyte buforem o 60 mM stezeniu imidazolu; 9 - frakcja wymyta buforem o 100 mM stezeniu imidazolu;
10 - frakcja wymyta buforem o 200 mM stezeniu imidazolu; 11 - frakcja wymyta buforem o 1 M stezeniu
imidazolu. (B) Analiza elektroforetyczna (15% zel PAA) preparatow zawierajacych E2-SR i E2-NR,
otrzymanych po oczyszczeniu na kolumnie niklowej i metoda saczenia molekularnego. W poszczegolnych
éciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards; 2 - preparat
zawierajacy E2-SR; 3 - preparat zawierajacy E2-NR.

Frakcje o stezeniu imidazolu 0,1-1 M, pochodzace z trzech litrow wyjsciowe]
hodowli bakteryjnej potaczono, a nastepnie zaggszczono w buforze przeznaczonym do
oczyszczania metoda saczenia molekularnego [I11.2.24]. Nastgpnie preparat biatkowy
natozono na kolumng¢ wypetiona ztozem Superdex75 16/60 HilLoad i przemywano
buforem, stopniowo doprowadzajac do calkowitego wyplukania biatek z kolumny
[1I1.2.25.3]. Istota zastosowanej metody jest rozdzial biatek na frakcje ze wzgledu na
ich mase czasteczkowa. Biatka o duzej masie nie dostaja si¢ do wngtrza ziaren zloza i
wyplywaja jako pierwsze, za$ biatka o mniejszych masach, ktore przedostaja si¢ do
wnetrza ziaren, wymywane sa w dalszej kolejnosci. Spodziewano si¢ zatem, iz technika
ta umozliwi odseparowanie E2 od obecnych w mieszaninie bialek bakteryjnych,
znacznie rozniacych si¢ od niego masa czasteczkowa. Zebrane frakcje analizowano
metoda elektroforezy w 15% zelach poliakryloamidowych [II1.2.26]. Niestety,
zastosowane podejscie nie doprowadzito do otrzymania homogennego preparatu.
[rysunek IV.27B]. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze biatka E2
tworza kompleksy o duzej masie czasteczkowej, badz oddzialuja z biatkami
bakteryjnymi, stad znalazty si¢ we frakcji, zawierajacej inne biatka o podobnej masie.

W wyniku przeprowadzonego procesu oczyszczania otrzymano preparaty w pelni
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nadajace si¢ do zastosowania w dalszych do$wiadczeniach prowadzonych
z wykorzystaniem metod western blot 1 ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay). Frakcje zawierajace E2 potaczono i zaggszczono w buforze do przechowywania
biatka [111.1.9.7].

Podsumowanie. Sposrod sklonowanych wariantow genu E2 HCV wybrano dwa
1 poddano je ekspresji w komoérkach Escherichia coli. Skonstruowano sze$¢ wektorow
(po trzy dla kazdego wariantu), umozliwiajacych produkcje i oczyszczenie biatka E2.
Uzyskano wydajna ekspresj¢ obu wariantéw genu E2 w pigciu szczepach bakteryjnych,
przy czym we wszystkich wigkszos¢ powstatego biatka znajdowata si¢ we frakcji biatek
nierozpuszczalnych. Przetestowano takze szereg metod oczyszczania otrzymanego E2.
W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen, wyloniono optymalny uktad ekspresyjny
1 sposdb oczyszczania, ktorego zastosowanie doprowadzilo do uzyskania preparatow
zawierajacych po jednym z dwoéch wariantow E2 1 trzy biatka bakteryjne. Tak

przygotowane preparaty wykorzystano do dalszych badan.

IV.2.3.3 Ekspresja genu E2 w tytoniu Nicotiana benthamiana

Aby otrzyma¢ modyfikowane potranslacyjnie biatko E2, postanowiono
przeprowadzi¢ ekspresj¢ kodujacego je genu w ukladzie roslinnym. Podstawowym
celem podjetych badan bylo ustalenie, czy otrzymane w ten sposob biatka sa
glikozylowane oraz poréwnanie ich wzoru glikozylacji z obserwowanym w organizmie
cztowieka. Ekspresji poddano te same warianty, ktore otrzymano w komorkach
bakteryjnych [IV.2.3.2; rysunek IV.19]. Ponownie zdecydowano si¢ na produkcje
biatek pozbawionych domeny transbtonowej 1 poprzedzajacego ja odcinka

hydrofobowego.

1Iv.2.3.3.1 Konstrukcja wektoréow ekspresyjnych kodujacych gen E2

W celu uzyskania biatka E2 w roslinie postuzono si¢ systemem do ekspresji
przejSciowe] w tytoniu Nicotiana bethamiana (Marillonnet et al., 2004). Uklad ten
wymaga jednoczesnego wprowadzenia do lisci trzech plazmidoéw [rysunek IV.28].
Odpowiednie ich elementy, oskrzydlone sa fragmentami sekwencji T-DNA i dzigki
temu ulegaja integracji z genomem tytoniu. Dwa z nich, tak zwane prowektory, tacza
si¢ in planta w jeden konstrukt. Proces ten jest katalizowany przez integraze, ktora

koduje trzeci plazmid. W rezultacie powstaje w petni funkcjonalny, infekcyjny replikon
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wirusowy. Strategia ta zapewnia bardzo wysoka wydajnos¢ produkcji docelowego
biatka.

pICH10881
— | integraza PhiC31 | | | — | ———
TDNA, —1 g i T-DNA,
promotor aktynowy 2 sygnat lokalizacji
Arabidopsis thaliana jadrowej

plCH10570 (prowektor 5”)

— | T 1 1 polimeraza TVCV [ ™ | [ —

T-DNA, | | T-DNA,
promotor aktynowy 2 miejsce rekombinacji
Arabidopsis thaliana Attp

pICH7410 (prowektor 3')

—_—T T T {1 ] GFP [ | ¢t
T-DNA, I T-DNA,
miejsce rekombinacji
Attp
pICH10990-E2 (prowektor 3’) EcoRl, tepy koniec Pstl {ubl BamHI
—_—r [ ] E2 T}
T-DNA, | "F I ! T-DNA,
miejsce rekombinacji HisTag
Attp

Rysunek 1V.28. System plazmidow IconGenetics do ekspresji przejsciowej w tytoniu
Nicotiana benthamiana.

System plazmidéw obejmuje wektor kodujacy integraze (pICH10881), prowektor 5°, kodujacy
polimeraze TVCV (pICH10570) oraz prowektor 3’, kodujacy zadane biatko. W prezentowanych badaniach
jako prowektory 3’ wykorzystano pICH10990-SR i pICH10990-NR oraz pICH7410, kodujacy biatko zielonej
fluorescencji (GFP) jako kontrole.

Dwa z plazmidéw, pICH10881 i pICH10570, sa elementami niezbgdnymi
podczas kazdej agroinfiltracji. Pierwszy z nich koduje integrazg, umozliwiajaca
sktadanie prowektorow. Drugi, tzw. prowektor 5°, niesie gen polimerazy wirusa
przejasnienia nerwOw rzepy (ang. turnip vein-clearing virus, TVCV). Enzym ten
warunkuje wydajne namnazanie replikonu w komorkach tytoniu. Trzecim, zmiennym
elementem systemu jest tzw. prowektor 3° — pICH10990, do ktérego wprowadzany jest
zadany gen, lub wektor kontrolny (pICH7410). Opisany zestaw pozwala na produkcje
biatka w obrebie infiltrowanej czgsci lisScia — nie powstaje w nim bowiem biatko,
umozliwiajace rozprzestrzenianie si¢ wirusa w roslinie.

W celu uzyskania dsDNA, kodujacego skrocona formg E2, przeprowadzono
reakcje PCR [IIL.2.5], wykorzystujac jako matryce uprzednio otrzymane plazmidy
pGEM®-T Easy-NR i pGEM®-T Easy-SR, kodujace dwa warianty genu E2 [IV.2.3.1].
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W mieszaninach reakcyjnych obecne byly nastgpujace startery: FO5 i R-6-05 dla
wariantu E2-NR oraz F02 1 E2-R6-4 dla wariantu E2-SR [IIl.1.4]. Startery
homologiczne do koncoéw 5’ obu wariantow wprowadzaty kodon start bezposrednio
przed pierwszym kodonem E2. Startery komplementarne do koncéw 3’ obu wariantow
wprowadzaly sekwencj¢ kodujaca znacznik histydynowy, kodon stop oraz miejsce
rozpoznawane przez enzym restrykcyjny; BamHI dla E2-NR 1 Pstl dla E2-SR.
Otrzymane produkty PCR poddano reakcji wypetiania wystajacych koncow za pomoca
fragmentu Klenowa polimerazy DNA 1 [II1.2.16], a nastgpnie cigciu enzymami
restrykcyjnymi: E2-NR — BamHI, natomiast E2-SR — PstlI [I11.2.8.1]. Przeprowadzono
cigci¢ restrykcyjne plazmidu pICH10990 za pomoca enzymu EcoRI [II1.2.8.1],
a nastgpnie poddano go reakcji wypelniania wystajacych koncéw za pomoca fragmentu
Klenowa polimerazy DNA I. W kolejnym etapie, plazmid do klonowania wariantu
E2-NR przecigto endonukleaza BamHI, natomiast plazmid do klonowania wariantu E2-
SR — Pstl. Nastepnie przeprowadzono reakcje ligacji, w ktorych inserty kodujace
skrocony gen E2 zostaty wprowadzone do pICH10990 [II1.2.12]. W obu przypadkach,
ligacja konca 5’ insertu przebiegata ,,na tgpo”, za$ ligacja konca 3’ — z wykorzystaniem
lepkich koncéw. Produktem ligacji transformowano komodrki kompetentne E. coli
DHS5a [II1.2.18.2]. Otrzymane na stalej pozywce z ampicyling [I11.1.10.1] kolonie
postuzyty do przygotowania ptynnych kultur, z ktorych izolowano plazmidy [II1.2.9].
Obecnos$¢ insertow w plazmidach potwierdzono wstgpnie metoda PCR [II1.2.4],
stosujac startery F-10990 i R-10990, specyficzne wobec wektora [I11.1.4]. W przypadku
plazmidu zawierajacego insert, spodziewano si¢ uzyska¢ produkt o dtugosci ok. 1100
par zasad, gdyby za§ plazmid nie zawieral insertu, namnozeniu uleglby jedynie
fragment o dlugosci ok. 210 par zasad. Uzyskane produkty poddano analizie metoda
elektroforezy w zelach agarozowych [III.2.6]. Na tej podstawie wybrano wiasciwe
klony, ktore nastepnie sekwencjonowano [III.2.11] przy uzyciu starterow F-10990

i R-10990 [TI1.1.4].

IV.2.3.3.2  Agroinfiltracja i ekspresja genu E2
Kazdy z wektorow: pICH10990-NR, pICH10990-SR, pICH10881, pICH10570

oraz pICH7410 wprowadzono oddzielnie do komoérek kompetentnych A. tumefaciens
szczepu GV3101 [II1.2.17] metoda elektroporacji [II1.2.18.1]. Bakterie hodowano na
statej pozywce LB, zawierajacej rifampicyn¢ oraz (i) kanamycyng (komorki

transformowane plazmidem pICH10881) lub (ii) karbenicyling (pozostate) [II1.1.10.1].
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Nastegpnie pojedyncza koloni¢ przeniesiono do odpowiedniej ptynnej pozywki
selekcyjnej [II1.1.10.3; T1.2.19]. W ten sposéb przygotowano pi¢¢ niezaleznych kultur
A. tumefaciens, przy czym kazda tworzyty bakterie transformowane innym plazmidem.
W kolejnym etapie sporzadzono trzy mieszaniny bakterii. W sktad kazdej z nich
wchodzity komorki transformowane plazmidami pICH10881 1 pICH10570 oraz jednym
z wektorow: (i) pICH7410, (i) pICH10990-NR lub (iii) pICH10990-SR. Tak
przygotowanymi mieszaninami bakterii agroinfiltrowano liscie 3-tygodniowych roslin
Nicotiana benthamiana. Kazda z mieszanin wprowadzono do oddzielnej rosliny.
Mieszanina zawierajaca bakterie transformowane plazmidem pICH7410, kodujacym
biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP), stuzyla jako
kontrola procesu transformacji 1 agroinfiltracji. Powstawanie GFP w liSciach ro$liny
kontrolnej monitorowano, obserwujac ja w §wietle UV. Czwartego dnia po infiltracji
(dpi) stwierdzono obecno$¢ znacznej ilosci biatka GFP w infiltrowanych fragmentach
licia [rysunek IV.29A]. Infekcja roslin zawierajacych konstrukty kodujace biatko E2
przebiegala bezobjawowo, badz z powstaniem $ladowych zmian nekrotycznych
[rysunek IV.29B]. Zaréwno liscie agroinfiltrowane, jak i nieinfiltrowane (kontrola
negatywna) zebrano 7 dpi. Nastgpnie wyizolowano zawarte w nich biatka [I11.2.20]
ipoddano je analizie metoda elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym,
w warunkach denaturujacych [II1.2.26; rysunek IV.29C]. Po uwidocznieniu
rozdzielonych biatek, w probie kontrolnej zaobserwowano wyrazny prazek,
odpowiadajacy bialku GFP. Rownocze$nie identyfikacja prazka odpowiadajacego
biatku E2 okazata si¢ niemozliwa. Stad tez, jako metodg detekcji ponownie
wykorzystano technike western blot. Dzigki niej wykazano obecno$¢ E2 w preparatach
biatkowych, pochodzacych z lisci, do ktérych uprzednio wprowadzono wektor

pICH10990-SR Iub pICH10990-NR [rysunek IV.29D].
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Rysunek IV.29. Ekspresja genow GFP i E2 w lisciach tytoniu Nicotiana benthamiana.

(A) Powstawanie biatka GFP w roslinach kontrolnych monitorowano obserwujac je w swietle UV - zdjecie
w Swietle widzialnym (VIS) i w ultrafiolecie (UV) infiltrowanego liscia 4 dpi. (B) Roslina infiltrowana
wektorem kodujacym biatko E2. Infekcja przebiegata bezobjawowo. (C) Wynik rozdziatu
elektroforetycznego biatek wyekstrahowanych z roslin (15% zel PAA). W poszczegdlnych sciezkach
uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards; 2 - preparat z liscia
nieinfiltrowanego (kontrola negatywna); 3 - preparat z liscia infiltrowanego konstruktem kodujacym
GFP; 4 - preparat z liscia infiltrowanego konstruktem kodujacym biatko E2. (D) Analiza preparatow
biatkowych metoda western blot. Do detekcji zastosowano przeciwciata specyficzne wobec E2 HCV. Opis
sciezek jak na rysunku C.

Na podstawie wynikow analizy western blot, zidentyfikowano na zelu
poliakryloamidowym prazek, ktory przypuszczalnie odpowiadat biatku E2. Odpowiedni
fragment zelu wycigto i obecne w nim biatka poddano analizie metoda spektrometrii
mas na aparacie MALDI-TOF. W rezultacie ostatecznie potwierdzono wystgpowanie
obu wariantoéw E2 w preparatach uzyskanych z lisci tytoniu.

Aby zoptymalizowa¢ produkcje biatka E2 w roslinach, sprawdzono jak jego
akumulacja zmienia si¢ w czasie. W tym celu, agroinfiltrowano seri¢ roslin wektorami:
(1) pICH10881, (ii) pICH10570 i (iii) pICH10990-NR lub pICH10990-SR. Nastgpnie
agroinfiltrowane liscie zebrane po 3, 5, 7, 10, 12 1 14 dniach zamrozono w temperaturze
-80°C. Stwierdzono, ze zmiany nekrotyczne w liSciach nasilaja si¢ w miarg¢ rozwoju
infekcji 1 osiagaja maksymalne nastgzenie po ok. 12-14 dniach od agroinfiltracji.

W kolejnym etapie z wszystkich zgromadzonych lisci wyizolowano biatka i poddano je
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analizie metoda elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym, w warunkach

denaturujacych, oraz technika western blot [rysunek IV.30].

A B
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 1 2 3 4 5 6 7 8 9101
ol B
oy}
-
35 kDa | N S
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Rysunek IV.30. Analiza akumulacji biatka E2 w lisciach tytoniu.

(A) Wynik rozdziatu preparatow biatkowych w 15% zelu PAA. W poszczegdlnych Sciezkach uwidoczniono:
1 - wzorzec mas Unstained Protein Molecular Weight Marker; 2 - preparat z komérek E. coli przed
indukcja ekspresji E2; 3 - preparat z komorek E. coli 3 h po indukcji ekspresji E2; 4 - preparat z liscia
nieinfiltrowanego (kontrola negatywna); 5 - preparat z liscia infiltrowanego wektorem kodujacym GFP;
6-11 - preparaty z lisci infiltrowanych wektorem kodujacym biatko E2, izolowane, odpowiednio, 3, 5, 7,
10, 12 i 14 dni po infiltracji. (B) Analiza preparatéow biatkowych metoda western blot. Do detekcji
zastosowano przeciwciata specyficzne wobec E2 HCV. Opis sciezek jak na rysunku A.

Znaczna ilo$¢ biatka E2 powstawata juz 5 dpi. W ciagu nastgpnych dwoch dni
jego ilo$¢ nieznacznie wzrastala, by osiagna¢ najwyzszy poziom 7 dpi. Dhuzsza
hodowla roslin nie prowadzita do zwigkszenia udzialu E2 w catkowitym ekstrakcie
biatkowym. Przeciwnie, poczawszy od 10. dnia odnotowywano spadek zawartosci tego
biatka. Z pewnoscia istotny wplyw na uzyskany rezultat mial wzrost intensywnos$ci

zmian nekrotycznych, bedacych skutkiem trwajacej infekcji wirusowe;.

IvV.2.3.3.3  Analiza glikozylacji biatka E2

Ekspresja genu E2 w ukladzie ro$linnym miata na celu uzyskanie biatka
modyfikowanego potranslacyjnie. Jak wiadomo, podczas infekcji HCV w organizmie
cztowieka, E2 ulega wielokrotnej glikozylacji [1.1.4]. Reszty cukrowcowe sa zazwyczaj
przytaczane do bocznej grupy aminowej reszt asparaginy, za posrednictwem wiagzan N-
glikozydowych. Przeprowadzona wczesniej analiza elektroforetyczna preparatow
biatkowych wyizolowanych z lisci tytoniu oraz z komorek E. coli wykazata, ze biatka
E2 otrzymane w obu tych uktadach wykazuja takie samo tempo migracji w zelu,
odpowiadajace biatku o masie ok. 32 kDa [rysunek 1V.30]. Tymczasem, w nastgpstwie
procesu glikozylacji, masa E2 wzrasta niemal dwukrotnie, osiagajac 68 kDa zamiast
38 kDa, w przypadku biatka o petnej dlugosci. Do detekcji E2 w preparatach z lisci
tytoniu metoda western blot, stosowano dostgpne komercyjnie kozie przeciwciata

poliklonalne. Sa one wuzyskiwane poprzez immunizacj¢ zwierzat biatkiem E2
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otrzymanym w linii komérek CHO (ang. chinese hamster ovary) [111.1.7]. Mozna zatem
przypuszczaé, iz antygen uzyty do immunizacji byl modyfikowany potranslacyjnie.
Zastosowane przeciwciala powinny wigc by¢ zdolne do wiazania si¢ takze
z glikozylowana forma E2. Analiza western blot nie wykazata jednak obecno$ci biatek
o masie wyzszej niz 32 kDa [rysunek IV.29D, rysunek 1V.30B], co sugerowato, iz
w wybranym uktadzie ekspresyjnym E2 nie ulega modyfikacji. Na podstawie dostgpne;j
charakterystyki zastosowanych przeciwcial nie mozna byto jednoznacznie stwierdzic,
czy oddziatuja one z glikozylowana forma E2, postanowiono zatem czg$¢ uzyskanych
preparatow podda¢ deglikozylacji. W przypadku powstawania glikozylowanych biatek
E2, deglikozylacja powinna powodowa¢ wzrost intensywnosci prazka odpowiadajacego
niemodyfikowanemu biatku E2.

W celu przeprowadzenia reakcji deglikozylacji, wyizolowano bialka obecne
w liSciach tytoniu, transformowanych wektorem kodujacym E2 [II1.2.20]. Poniewaz
biatko E2 bylo nierozpuszczalne, otrzymany po izolacji osad rozpuszczono w buforze
D1, zawierajacym SDS [III.1.9.4.1]. Nastgpnie do roztworu dodano N-glikozydazg F
[[I1.2.21, III.1.5, rysunek IV.31B]. Enzym ten katalizuje odcigcie wszystkich typow
N-glikanéw, przytaczonych do reszty asparaginy, pod warunkiem, ze grupa
oligosacharydowa jest ztozona co najmniej z dwoch czasteczek N-acetyloglukozaminy.
Réwnoczesnie jako reakcje kontrolng przeprowadzono w identycznych warunkach
deglikozylacj¢ rybonukleazy B. Bialko to posiada jedno miejsce N-glikozylacji i jest
typowym substratem dla N-glikozydazy F [rysunek IV.31A]. Produkty reakcji
analizowano metoda elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych i technika western blot. Uzyskane wyniki $wiadcza, ze N-glikozydaza F
zachowuje swoja aktywno$¢ w warunkach, w jakich prowadzone byly reakcje [rysunek
IV.31A]. Pojedynczy tancuch oligosacharydowy rybonukleazy byt -efektywnie
usuwany, co powodowato zmian¢ masy biatka z ok. 17 kDa na ok. 15 kDa. W
przypadku preparatow izolowanych z lisci tytoniu, zaobserwowano taka sama
intensywno$¢ prazka, odpowiadajacego biatku E2, bez wzgledu na to, czy odpowiedni
ekstrakt byt poddany dziataniu N-glikozydazy F, czy tez nie [rysunek IV.31B]. Biorac
pod uwagg fakt, iz wydajnos¢ glikozylacji moze zmienia¢ si¢ w czasie, przeprowadzono
analogiczne reakcje dla preparatow wyizolowanych 5, 7 1 10 dni po infiltracji [rysunek
IV.31C]. Réwniez tym razem, porownanie prob poddanych dziataniu enzymu z probami
kontrolnymi, nie wykazato istotnych réznic. Poczynione obserwacje sugeruja, iz

w zastosowanym systemie ekspresyjnym biatko E2 nie ulega glikozylacji, badz ze
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modyfikowana jest zaledwie niewielka pula powstalych czasteczek E2, znajdujaca sig

ponizej poziomu detekcji zastosowanej metody.
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Rysunek IV.31 Deglikozylacja preparatéw biatkowych zawierajacych biatko E2.

(A) Badanie aktywnosci N-glikozydazy F wobec rybonukleazy B - wynik rozdziatu produktéw reakcji
w 15% zelu PAA. W poszczegdlnych $ciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained
Protein Standards; 2 - rybonukleaze B inkubowana w buforze bez N-glikozydazy F (kontrola negatywna);
3 - rybonukleaze B inkubowana w buforze zawierajacym N-glikozydaze F. (B) Deglikozylacja biatka
E2 - analiza metoda western blot. W poszczegdlnych sciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex®
Sharp Pre-Stained Protein Standards; 2 - preparat z liscia nieinfiltrowanego, inkubowany w buforze bez
N-glikozydazy F; 3 - preparat z liscia nieinfiltrowanego, inkubowany w buforze zawierajacym
N-glikozydaze F; 4 - preparat z liscia infiltrowanego konstruktem kodujacym GFP, inkubowany w buforze
bez N-glikozydazy F; 5 - preparat z liscia infiltrowanego konstruktem kodujacym GFP, inkubowany
w buforze zawierajacym N-glikozydaze F; 6 - preparat z liscia infiltrowanego konstruktem kodujacym
E2, inkubowany w buforze bez N-glikozydazy F; 7 - preparat z liscia infiltrowanego konstruktem
kodujacym E2, inkubowany w buforze zawierajacym N-glikozydaze F. (C) Analiza metoda western blot
deglikozylacji E2 w preparatach biatkowych izolowanych z lisci tytoniu. W poszczegélnych Sciezkach
uwidoczniono prazki odpowiadajace biatku E2, zawartemu w preparacie inkubowanym w buforze bez
N-glikozydazy F (Sciezki 1, 3, 5, 7, 9, 11), badz zawierajacym N-glikozydaze F (Sciezki 2, 4, 6, 8, 10, 12).
Ekstrakty z lisci sporzadzono po uptywie 5 (Sciezki 1-4), 7 (Sciezki 5-10) lub 10 dni od infiltracji (Sciezki
11-12).

Podsumowanie. Przygotowano konstrukty umozliwiajace przejsciowa ekspresje
dwoch wariantéw genu E2 w lisciach tytoniu Nicotiana benthamiana. Wykazano, ze
biatko E2 powstaje w roslinie i jest wykrywalne 5 dni po agroinfiltracji, natomiast
poziom jego akumulacji jest najwyzszy w 7. dniu po wprowadzeniu wektora
ekspresyjnego. Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen mozna ponadto sadzic,

ze w wybranym uktadzie biatko E2 nie ulega charakterystycznej N-glikozylacji.

IV.2.3.4 Charakterystyka wybranych wtasciwosci biatka E2

Analiza populacji wirusowych wykazala, Ze istnieje wariant biatka E2
(sklonowany wariant E2-NR) charakterystyczny dla kilku quasi-gatunkéw obecnych
u pacjentow, ktorzy nie zareagowali na terapi¢ interferonem i rybawiryna. Co wigcej,

wariantu tego nie zidentyfikowano u zadnej z osdb o przejsciowej badz trwalej
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odpowiedzi na leczenie [IV.1.4]. Obserwacja ta sugeruje, ze wariant E2-NR posiada
cechy, ktore sprawiaja, ze jest on utrzymywany w niezaleznych epidemiologicznie
populacjach i znajduje si¢ pod wptywem selekcji negatywnej [IV.2.2]. Celem dalszych
badan bylo pordéwnanie wybranych wlasciwosci dwoch wariantow biatka E2,
otrzymanych metoda ekspresji w komorkach E. coli Origami B(DE3)pLysS. Bazujac na
danych literaturowych postanowiono podda¢ analizie: (i) podobienstwo strukturalne
E2-SR 1 E2-NR do ludzkich immunoglobulin klasy IgG; (i1) zdolno$¢ przeciwcial
obecnych w surowicach pacjentéw do rozpoznawania obu wariantow E2 oraz

(ii1) oddziatywanie tych wariantéw z receptorem CD81 limfocytéw B.

Iv.2.3.4.1 Podobienstwo strukturalne biatka E2 do ludzkich immunoglobulin
klasy IgG

Zakotwiczone w otoczce wirionu biatko E2 HCV jest gldownym celem dla
przeciwcial gospodarza. Jedna z niezwyktych cech HCV jest obserwowane podczas
przewleklej infekcji wspoltistnienie we krwi chorego czastek wirusa oraz skierowanych
przeciw nim przeciwciat (zwykle pojawienie si¢ specyficznych przeciwciat prowadzi do
eliminacji krazacych we krwi wiruséw). Oznacza to, iz z jakich$§ przyczyn, wirus (lub
niektore z jego wariantdw) sa nierozpoznawane przez uktad immunologiczny.
W ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia literaturowe, w ktérych postulowano, iz
cze$¢ zewngtrzna E2 moze przyjmowac strukture przestrzenna, przypominajaca domeneg
zmienng przeciwciat i receptorow limfocytow T (Hu et al., 2005; Penin ef al., 2001). Co
wigcej, zaproponowano, ze wirus moze wykorzystywa¢ mechanizm mimikry
molekularnej do unikania odpowiedzi immunologicznej. Wiadomo bowiem, ze
organizm usuwa przeciwciata skierowane przeciwko wiasnym biatkom. Opublikowane
dane sugeruja, i1z wraz ze wzrostem stopnia podobienstwa biatka E2 do
immunoglobulin, maleje zdolno§¢ ukladu odpornosciowego gospodarza do
wytworzenia  skutecznych  przeciwcial anty-E2. Jednocze$nie wydaje  sig
prawdopodobne, ze opisywane zjawisko ma zwiazek z  zaburzeniami
autoimmunologicznymi, ktore czgsto towarzysza przewlektej infekcji HCV (Hu et al.,
2005). W S$wietle tych doniesien zaplanowano zbadanie, czy wysoki stopien
podobienstwa do immunoglobulin jest przyczyna utrzymywania charakterystycznego
wariantu biatka E2-NR w kilku quasi-gatunkach izolowanych od oséb, ktére nie

odpowiedziaty na leczenie.
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W celu okreslenia podobienstwa E2 do ludzkich immunoglobulin
przeprowadzono analiz¢ zdolno$ci E2-SR 1 E2-NR do wiazania przeciwcial
skierowanych przeciwko ludzkim IgG (anty-hIlgG). Na podstawie danych
literaturowych przyje¢to, ze rozpoznanie biatka E2 przez przeciwciala anty-hIgG bedzie
swiadczyto o strukturalnym podobienstwie pomiedzy E2 a higG (Hu et al., 2005). Do
badan wykorzystano preparaty E2 oczyszczone metoda chromatografii powinowactwa
do jonoéw niklu [IV.2.3.2.7]. W preparatach tych oproécz E2 obecnych byto kilka
dodatkowych bialek bakteryjnych, stanowiacych wewngtrzna kontrolg specyficzno$ci
badanych oddzialywan. Probki zawierajace dwa warianty E2 oraz ludzkie
immunoglobuliny klasy IgG rozdzielono metoda elektroforezy w 15% zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych [II1.2.26], naktadajac proby na zel
dwukrotnie, w identycznym uktadzie. Nastepnie dokonano transferu biatek na
membrang PVDF. Przed przystapieniem do kolejnego etapu analizy western blot
[II1.2.27], membrang przecigto na dwie czeSci. W ten sposob, na kazdej czeSci
membrany znajdowaly si¢ wszystkie trzy badane preparaty, tj. probka zawierajaca:
E2-SR, E2-NR i hlgG. Jedna czg$¢ membrany inkubowano w roztworze zawierajacym
stosowane wczesniej kozie przeciwciata poliklonalne przeciwko biatku E2 HCV,
apdzniej w roztworze zawierajacym odpowiednie przeciwciala drugorzedowe,
sprz¢zone z fosfataza alkaliczna [III.1.7]. Druga cze$¢ membrany inkubowano w
roztworze kozich przeciwciat poliklonalnych przeciwko ludzkim immunoglobulinom
IgG, réwniez sprzezonych z fosfataza alkaliczna [II1.1.7]. Detekcje fosfatazy alkalicznej
przeprowadzono dla obu czgsci membrany jednoczes$nie. Eksperyment wykonany zostat

w trzech niezaleznych powtoérzeniach.
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Rysunek 1V.32. Analiza podobienstwa dwoéch wariantow biatka E2 do ludzkich

immunoglobulin.

(A) Wynik rozdziatu preparatow biatkowych w 15% zelu poliakryloamidowym. W poszczegdlnych
$ciezkach uwidoczniono: 1 - wzorzec mas Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards; 2 - preparat
zawierajacy E2-SR; 3 - preparat zawierajacy E2-NR; 4 - preparat ludzkich immunoglobulin klasy IgG.
HC - tancuch ciezki, LC - tancuch lekki. (B) Analiza badanych preparatow metoda western blot. Jako
przeciwciata |-rzedowe zastosowano kozie immunoglobuliny poliklonalne przeciwko biatku E2, a jako
Il-rzedowe - krolicze przeciwciata poliklonalne przeciwko kozim immunoglobulinom, sprzezone
z fosfataza alkaliczna. Opis Sciezek jak na rysunku A. (C) Analiza badanych preparatow metoda western
blot. Zastosowano kozie przeciwciata poliklonalne przeciwko ludzkim immunoglobulinom, sprzezone
z fosfataza alkaliczna. Opis Sciezek jak na rysunku A.

Zgodnie z oczekiwaniami, oba warianty bialtka E2 byly rozpoznawane przez
kozie przeciwciata anty-E2 [rysunek IV.32B]. Co ciekawe, te same przeciwciata
wiazaty si¢ z tancuchem cigzkim ludzkich immunoglobulin IgG. Zaskakujace, bo
niezgodne z oczekiwaniami byly natomiast rezultaty analizy wigzania przeciwcial
anty-hlgG z dwoma wariantami biatka E2. Stwierdzono, Zze wariant E2-SR jest przez
nie znacznie lepiej rozpoznawany niz wariant E2-NR. W przypadku E2-NR reakcja
z przeciwcialem byla o wiele slabsza lub niemal niewykrywalna [rysunek IV.32C].
Dodatkowo zanotowano, ze podstawowym celem tych przeciwcial w obrgbie naturalne;
czasteczki docelowej, hlgG, jest jej tancuch lekki.

Podsumowanie. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw byly zgodne

z wezesniejszymi obserwacjami, iz E2 HCV moze wykazywaé podobienstwo do
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ludzkich immunoglobulin. Wniosek ten nie dotyczy jednak wszystkich wariantow E2.
W rezultacie wykonanych do$wiadczen stwierdzono, Zze pomigdzy poszczegdlnymi
wariantami  E2  wystgpuja istotne roznice, ksztaltujace ich oddzialtywanie
z przeciwciatami anty-hIgG. Niespodziewanie, wariant E2-SR okazat si¢ wykazywaé
znacznie wyzsze podobienstwo do ludzkich IgG anizeli wariant E2-NR. Tym samym
mozna sadzié, iz upodabnianie si¢ do immunoglobulin i wynikajace stad unikanie
odpowiedzi humoralnej gospodarza najprawdopodobniej nie jest zasadniczym
mechanizmem odpowiedzialnym za utrzymywanie wariantu E2-NR,
charakterystycznego wytacznie dla populacji izolowanych od oséb, ktéore nie
odpowiedziaty na leczenie. Dodatkowo, zaobserwowano interesujaca zaleznos$¢,
wskazujaca na mozliwo$¢ reakcji krzyzowej pomigdzy przeciwcialami anty-E2 a
tancuchem cigzkim ludzkich immunoglobulin. Uzyskane wyniki wspieraja poglad, ze
pewne wilasciwosci biatka E2 moga leze¢ u podstaw zaburzen autoimmunologicznych

towarzyszacych przewlektemu zapaleniu watroby typu C.

IV.2.3.4.2 Analiza powinowactwa przeciwciat anty-E2 wystepujacych w
surowicach pacjentéw do E2-SR i E2-NR

Biorac pod uwagg uzyskane wyniki, dotyczace stopnia podobienistwa obu
wariantow biatka E2 do ludzkich immunoglobulin klasy IgG, postanowiono sprawdzic,
jak efektywnie E2-SR 1 E2-NR rozpoznawane sa przez przeciwciata obecne we krwi
pacjentow. Przed przystapieniem do witasciwych badan, przeprowadzono wstgpne
analizy, majace na celu wykazanie, ze biatko otrzymane w systemie bakteryjnym
zachowuje charakterystyczne wtasciwosci antygenowe. W tym celu, pltytke 96-dotkowa
do testu ELISA optaszczono preparatem biatkowym [II1.2.28.1] zawierajacym wariant
E2-NR (preparat poddanym dwom etapom oczyszczania [IV.2.3.2.7, rysunek IV.27B]).
Zastosowana procedura umozliwiata badanie oddziatywan pomigdzy antygenem
unieruchomionym na ptytce a przeciwciatami. W tym przypadku postuzono si¢ kozimi
przeciwcialami anty-E2, otrzymanymi wskutek immunizacji zwierzat biatkiem
uzyskanym w linii komérek CHO (przeciwciala uzywane wczes$niej do identyfikacji E2
metoda western blot). W drugim etapie zastosowano krolicze przeciwciala przeciwko
kozim immunoglobulinom IgG, sprzezone z peroksydaza chrzanowa [III.1.7].
Nastgpnie podano mieszaning chromogenu/substratu. Jezeli w probie obecny byt
kompleks zawierajacy antygen, przeciwciato I-rzedowe oraz przeciwciato II-rzedowe,

to nastgpowata reakcja enzymatyczna. Peroksydaza redukowala substrat (nadtlenek
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wodoru w buforze cytrynianowym), ktory utleniat chromogen (tetrametylobenzydyng),
czego skutkiem bylo powstanie niebieskiego zabarwienia proby. Barwa niebieska
przechodzita w z6lta po dodaniu roztworu hamujacego. Intensywno$¢ zabarwienia
mierzono spektrofotometrycznie. Jednoczesnie przeprowadzono szereg reakcji
kontrolnych, w ktorych: (i) przeciwciala natozono do dotka niezawierajacego bialka,
(i1) inkubowano biatko bez przeciwcial, (iii) inkubowano biatko z samym tylko
przeciwcialem I-rzgdowym, (iv) inkubowano biatkko z samym przeciwcialem
[I-rzgdowym. Na podstawie przeprowadzonego testu stwierdzono, ze E2 bylo
specyficznie wykrywane przez zastosowane przeciwciala I-rzedowe. Otrzymany wynik
sugerowal wigc, ze biatka uzyskane na drodze ekspresji w komorkach bakteryjnych
zachowuja przynajmniej czes¢ wilasciwosci antygenowych biatek otrzymanych
w komorkach ssaczych.

W kolejnym etapie, za pomoca standardowego testu dignostycznego firmy
DiaSorin [I11.2.28.2], potwierdzono obecnos¢ przeciwcial anty-HCV we krwi badanych
0sOb. Analizy te przeprowadzono w Pracowni Diagnostyki Chorob Wirusowych przy
Klinice Chorob Zakaznych 1 Neurologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego, we wspolpracy z dr hab. n. med. Magdalena Figlerowicz.
Dysponowano surowicami pacjentow: P2-02, P2-04, P2-05, P2-10, P2-17, P2-18,
P2-19, P2-20, P2-22, P2-23, P2-24 oraz P2-28. Probki te zostaty pobrane tuz przed
rozpoczgciem terapii (T0), z wyjatkiem surowic pochodzacych od dzieci P2-10 1 P2-28,
ktoére pobrano po dwoch tygodniach trwania leczenia (T2). Zastosowany test zawiera
ptytke optaszczona antygenami fuzyjnymi, reprezentujacymi wirusowe biatka
strukturalne i1 niestrukturalne: C, E1, E2, NS3, NS4A, NS4B i NS5A. Na plytke
nanoszona jest dziesigciokrotnie rozcienczona surowica pobrana od pacjenta. Jezeli sa
w niej obecne przeciwciata anty-HCV, to przylaczaja si¢ one do antygenow
unieruchomionych na plytce. Obecno$¢ przeciwcial anty-HCV wykrywana jest
w kolejnych etapach, za pomoca sprz¢zonych z peroksydaza chrzanowa mysich
przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko ludzkim immunoglobulinom.
Podanie chromogenu/substratu wywotuje reakcj¢ barwna, ktorej intensywno$¢ mierzona
jest spektrofotometrycznie. Otrzymany wynik pomiaru poroOwnuje si¢ z wartosciami
uzyskanymi dla zawartej w zestawie kontroli pozytywnej i negatywnej. Na podstawie
dwoéch wykonanych powtorzen stwierdzono, iz przeciwciata anty-HCV byly obecne
u wigkszosci, jednak nie u wszystkich badanych oséb — w przypadku pacjentéw P2-05,

P2-10 1 P2-28 wynik testu byt negatywny [tabela IV.5]. Najprawdopodobniej przyczyna
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takiego stanu rzeczy bylo leczenie immunosupresyjne, ktoremu wczesniej poddano
dzieci, w zwiazku z wykryta u nich choroba nowotworowa [tabela IV.1].

Po wykonaniu wstgpnych analiz, przystapiono do wiasciwego testu, majacego na
celu stwierdzenie, czy w surowicach pacjentow obecne sa przeciwciata skierowane
przeciwko dwoém uzyskanym wczesniej wariantom biatka E2 [I11.2.28.2]. W tym celu
do dotkéw ptytki naniesiono preparat biatkowy zawierajacy wariant E2-SR lub wariant
E2-NR. Po optlaszczeniu ptytki antygenami, w poszczeg6élnych dotkach umieszczono
rozcienczone surowice pacjentow. Dla kazdej serii testow (dla kazdego z dwoéch
wariantow antygenu E2) przygotowano takze probe $lepa (bez surowicy) oraz trzy
kontrole negatywne, zawierajace surowicg¢ pobrana od osoby niezakazonej HCV
i nieposiadajacej przeciwciat przeciwko temu wirusowi. W dalszych etapach
doswiadczenia postuzono si¢ odczynnikami z zestawu firmy DiaSorin. Uzyskane
wyniki pomiaru spektrofotometrycznego normalizowano w kazdej serii testow
wzgledem odpowiedniej S$lepej proby. Probe badana traktowano jako pozytywna
wowczas, gdy warto$¢ pomiaru przekraczala trzykrotnie §rednia warto$¢ trzech kontroli

negatywnych. Cale do§wiadczenie wykonano w dwoch powtoérzeniach.

Tabela IV.5. Wyniki testow ELISA

Pacient Wynik Wynik testu Wynik testu Wynik testu

) leczenia anty-HCV anty-E2-SR anty-E2-NR
P2-02 SR® POZ® POZ POZ
P2-04 NR® POZ POZ POZ
P2-05 NR NEG® POZ POZ
P2-10 NR NEG POZ POZ
P2-17 SR POZ NEG POZ
P2-18 SR POZ POZ POZ
P2-19 NR POZ NEG NEG
P2-20 SR POZ POZ POZ
P2-22 SR POZ POZ POZ
P2-23 NR POZ POZ POZ
P2-24 TR® POZ NEG NEG
P2-28 NR NEG POZ POZ

O trwata odpowiedz na terapie; ® wynik pozytywny; © brak odpowiedzi; ® wynik negatywny; ©
odpowiedz przejsciowa

U wigkszosci pacjentow zidentyfikowano obecnos$¢ przeciwciat przeciwko obu

badanym wariantom E2 [tabela IV.5]. Niespodziewanie, wynik byl pozytywny rowniez
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u 0sob, u ktorych wezesniej nie wykryto przeciwciat anty-HCV za pomoca dostepnego
komercyjnie testu. Szczegdtowa analiza danych z pomiaréw spektrofotometrycznych
wykazata, iz powinowactwo przeciwcial pacjentéw wzgledem biatka E2 jest podobne
niezaleznie od rezultatu terapii (brak odpowiedzi badz trwata odpowiedz’). Chociaz
wystepowaly wahania warto$ci absorbancji pomigdzy poszczegdlnymi surowicami
[rysunek 1V.33], to jednak $rednie dla obu grup pacjentéw byly bardzo zblizone [tabela
IV.6, $rednia dla dwoch wariantow E2 tacznie]. Takze wynik negatywny testu, czyli
brak przeciwcial przeciwko przynajmniej jednemu z dwdch wariantow E2, zanotowano

zaréwno dla pacjenta NR, jak i SR.

Pacjenci NR Pacjenci SR
2,5 2,5

srednia wartosé pomiaru absorbancji
srednia wartos¢ pomiaru absorbancji

) L | ) .
0 0+ —

P2-04 P2-05  P2-10 P2-19 P2-23 P2-28 P2-02 PZ-17 P2-18 P2-20 P2-22
WEZ-NR ..EI-NR
WEZ-SR WEZ-SR

Rysunek IV.33. Oddziatywanie przeciwciat obecnych w surowicach pacjentéw z dwoma
wariantami biatka E2 (E2-NR i E2-SR)

Na wykresach przedstawiono srednie wartosci pomiardéw absorbancji uzyskane w testach ELISA,
w ktorych badano oddziatywanie przeciwciat obecnych w surowicach pacjentéw z dwoma wariantami
biatka E2, otrzymanymi na drodze ekspresji w komorkach E. coli Origami B(DE3)pLysS. Z lewej strony
zaprezentowano dane uzyskane dla surowic pacjentéw, ktorzy nie odpowiedzieli na leczenie (NR),
z prawej - dla surowic pacjentow wykazujacych trwata odpowiedz (SR). Stupki wykresu oznaczono
kolorami: czerwonym - wartosci pomiaru dla antygenu E2-NR, zielonym - dla antygenu E2-SR.

Tabela IV.6. Srednie wyniki pomiaréw absorbancji w probach pochodzacych od pacjentéow
z dwoch grup, dla obu wariantéw antygenu E2

Pacjenci NR" Pacjenci SR?
srednia dla obu wariantow E2 tacznie 0,9603 1,0447
$rednia dla E2-NR 0,9963 1,2028
srednia dla E2-SR 0,9244 0,3866
$rednia roznica [E2-NR] - [E2-SR] 0,0718 0,3162

) brak odpowiedzi na terapie; @ trwata odpowiedz

3 Z analizy tej wytaczono osoby o przejsciowej odpowiedzi na leczenie, poniewaz dysponowano surowica

tylko od jednego takiego pacjenta.
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W przypadku dzieci P2-02 i P2-05 podczas testu badano uktad, w ktérym
zarowno antygen E2, jak i przeciwciala pochodzity od tej samej osoby. Warianty E2-SR
i E2-NR otrzymano bowiem w wyniku ekspresji genu wyizolowanego z surowicy,
odpowiednio, pacjenta P2-02 i P2-05. W pozostatych probach testowano uklady
heterologiczne, w ktorych antygeny na plytce réznity si¢ od wariantow E2
zidentyfikowanych  wcze$niejszej podczas analizy poszczegdlnych populacji
wirusowych. Na podstawie uzyskanych rezultatow stwierdzono, ze w surowicach
pacjentdw wystepuja przeciwciala zdolne rozpozna¢ oba warianty biatka E2. Oznacza
to, iz u badanych os6b powstaly przeciwciala posiadajace zdolnos¢ rozpoznawania
takze takich wariantow E2, ktérych u nich nie zidentyfikowano. Moze to §wiadczy¢
o tym, iz wykrywane w tescie przeciwciata skierowane sa na zachowawcze epitopy
antygenu.

Interesujaca obserwacj¢ poczyniono, analizujac zdolno$¢ przeciwcial pacjentow
do oddziatywania z kazdym z dwéch badanych wariantow biatka E2. Stwierdzono, iz
reakcja przeciwcial byla slabsza wzgledem wariantu E2-SR, zaréwno u pacjentow
wykazujacych trwata odpowiedZz na leczenie, jak i u osob, u ktérych terapia nie
przyniosta rezultatu. Co ciekawe, efekt ten byt widoczny przede wszystkim u dzieci
wyleczonych [tabela IV.6, $rednia réznica [E2-NR] — [E2-SR]]. W przypadku pacjenta
P2-17 zanotowano nawet brak przeciwcial przeciwko temu wariantowi, przy
jednoczesnej obecnosci immunoglobulin skierowanych przeciwko E2-NR. W $§wietle
otrzymanych wcze$niej wynikow mozna sadzi¢, iz prawdopodobna przyczyna nizszego
powinowactwa przeciwcial do E2-SR jest wyzszy stopien podobienstwa tego biatka do
ludzkich immunoglobulin klasy IgG.

Podsumowanie. Na podstawie przeprowadzonej analizy biatka E2 metoda
ELISA, stwierdzono specyficzna reakcje kozich przeciwcial anty-E2 (otrzymanych
wskutek immunizacji zwierzat biatkiem produkowanym w linii komérek CHO) wobec
bialek E2-NR 1 E2-SR uzyskanych w komorkach E. coli Origami B(DE3)pLysS.
Sugeruje to, ze zachowuja one przynajmniej czg$¢ wlasciwosci antygenowych biatek
uzyskanych w komorkach ssaczych. W dalszym etapie zbadano oddziatywanie E2-SR
1 E2-NR z przeciwciatami obecnymi we krwi pacjentow. Wykazano, ze w surowicach
wystgpuja przeciwciala rozpoznajace oba warianty E2. Sa one najprawdopodobniej
skierowane przeciwko zachowawczym epitopom biatka. Przeciwciata obecne we krwi
pacjentdow wykazywaly nizsza specyficzno$¢ wobec wariantu E2-SR, anizeli wobec

E2-NR. Zjawisko to tlumaczy¢ mozna wyzszym podobienstwem E2-SR do ludzkich
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immunoglobulin. Efekt ten byt widoczny gtownie w przypadku surowic pochodzacych

od pacjentow wykazujacych trwala odpowiedz na leczenie.

IV.2.3.4.3 Wstepna analiza wigzania biatka E2 z receptorem CD81
limfocytéw B

Podstawowa funkcja biatka E2 jest przylaczanie si¢ do receptorow
komoérkowych, w tym do CD81 [I.1.4]. W ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia
literaturowe sugerujace, ze oddziatywanie pomigdzy E2 a CDS81 na powierzchni
limfocytow B wuruchamia szlak prowadzacy do zwigkszenia polimorfizmu
immunoglobulin i w rezultacie do powstawania przeciwciat o obnizonym
powinowactwie do biatka E2 (Machida et al., 2008). Postanowiono zatem okresli¢, czy
uzyskane warianty E2 wykazuja r6zna zdolno$¢ wiazania receptoréw CDS1.

Badania te przeprowadzono w Zakladzie Immunologii Nowotwordéw
Wielkopolskiego Centrum Onkologii, we wspolpracy z dr hab. n. med. Dariuszem
Kowalczykiem. Ponownie postuzono si¢ preparatami zawierajacymi biatka E2-NR
1 E2-SR, uzyskane w komorkach E. coli Origami B(DE3)pLysS (preparaty poddane
dwom etapom oczyszczania [rysunek [V.27B]). Preparaty te inkubowano z limfocytami
B, transformowanymi wirusem Eppsteina-Barr [II1.2.29]. Nastgpnie dodano do nich
stosowanych uprzednio przeciwciat anty-E2 (I-rz), a w dalszym etapie przeciwciat
drugorzedowych, sprzezonych z fikoerytryna (IlI-rz-PE). Jednocze$nie przygotowano
dwie proby kontrolne: jedna zawierata same tylko limfocyty B, druga — komorki
inkubowane z przeciwcialami pod nieobecno$¢ preparatu E2. Jezeli bialtko E2
wiazatoby si¢ z receptorem CD81, wowczas w kolejnych etapach dochodzitoby do
powstania na powierzchni komoérek kompleksu CD81:E2:I-rz:11-rz-PE. Ze wzgledu na
obecno$¢ fikoerytryny przylaczonej do przeciwciala drugorzegdowego, limfocyty takie
powinny wykazywaé¢ podwyzszony poziom fluorescencji w stosunku do komorek, do
ktorych nie przylaczylo si¢ biatko E2 (Rosa et al, 1996). Pomiaru fluorescencji
limfocytow dokonano przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCanto firmy
BD Biosciences. Wartosci otrzymane dla obu preparatow E2 poréwnano z warto$ciami
odnoszacymi si¢ do prob kontrolnych. Dos$wiadczenie wykonano w dwoéch

niezaleznych powtdrzeniach.
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Specimen_001-Tube_001 Specimen_001-Tube_002 aSpecimen_001-Tube_003 Specimen_001-Tube_004
|
|

- w o' owt wt
PE-H
limfocyty B limfocyty B limfocyty B limfocyty B
I-rz; Il-rz-PE E2-NR E2-SR
I-rz; ll-rz-PE I-rz; ll-rz-PE

$rednia fluorescencja: 131 s$rednia fluorescencja: 197 srednia fluorescencja: 329 srednia fluorescencja: 265

Rysunek 1V.34. Oddziatywanie dwoéch wariantéow biatka E2 z receptorem CD81
limfocytéw B - wyniki pomiaru poziomu fluorescencji.

Limfocyty B inkubowano z biatkiem E2-NR lub E2-SR oraz odpowiednimi przeciwciatami: kozimi
poliklonalnymi przeciwko biatku E2 (l-rz) oraz krdliczymi przeciwko kozim immunoglobulinom IgG,
sprzezonymi z fikoerytryna (ll-rz-PE). Dodatkowo, przygotowano dwie proby kontrolne (i) zawierajaca
same limfocyty B oraz (ii) zawierajaca limfocyty inkubowane z przeciwciatami pod nieobecnos¢ biatka
E2. Na wykresach przedstawiono wyniki pomiaru fluorescencji, dokonanego za pomoca cytometru
przeptywowego FACSCanto. Na osi rzednych zaznaczono liczbe komoérek, na osi odcietych - intensywnos¢
fluorescencji. Dodatkowo pod wykresami umieszczono wartos¢ parametru Sredniej fluorescencji dla
kazdej z czterch prob.

W préobach, w ktorych obecne byto biatko E2, stwierdzono nieznaczny wzrost
fluorescencji w stosunku do limfocytow inkubowanych z samymi tylko przeciwciatami
[rysunek IV.34]. Oznacza to, iz badane biatka w niewielkim stopniu wiazaly sig
z receptorem na powierzchni limfocytow. Na uzyskany wynik nie wptynglo rowniez
dziesigciokrotne zwigkszenie ilosci stosowanego preparatu biatkowego (do 10 pg).
Poréwnanie $redniej wartosci fluorescencji pozwolito stwierdzi¢, ze byla ona wyzsza
dla komorek inkubowanych z E2-NR anizeli z E2-SR [rysunek 1V.34].

Podsumowanie. Przeprowadzono analiz¢ wiazania otrzymanych wariantow
biatka E2 z receptorem CD81 limfocytow B. Jak wykazal pomiar fluorescencji, oba
warianty w niewielkim stopniu wiazaty si¢ z receptorem. Chociaz wykonane badania
maja zaledwie wstgpny charakter, uzyskane wyniki stanowia jednak przestanke
wskazujaca, ze warianty E2 moga r6zni¢ si¢ pod wzgledem powinowactwa do receptora
na powierzchni limfocytéw. Wariant E2-NR wykazywatby wowczas wigksza zdolnosé
do wigzania z receptorem niz wariant E2-SR. Aby rozstrzygna¢ te kwesti¢ niezbg¢dne sa
jednak dalsze badania. Na podstawie danych literaturowych mozna sadzi¢, iz analiza
oddziatywania E2 z CD81 na powierzchni limfocytéw B wymaga zastosowania w petni

modyfikowanych biatek.
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V Dyskusja

Podstawowym celem niniejszej pracy bylo okreslenie najistotniejszych
czynnikow ksztaltujacych struktur¢ populacji wirusowej podczas przewleklego
zapalenia watroby typu C. W ramach tak zarysowanego zagadnienia, zamierzano
zardwno zidentyfikowa¢ mechanizmy warunkujace zmienno$¢ wybranych rejonow
genomu HCV, jak 1 okresli¢ wptyw obserwowanych zmian na patogenno$¢ wirusa

1jego odpornos¢ na stosowane leczenie.

V.1 Analiza struktury quasi-gatunku HCV

Pierwszy etap badan obejmowat szczegdtowa analize struktury quasi-gatunkow
HCV. Pochodzily one od dzieci z przewlektym zapaleniem watroby typu C. Wszyscy
pacjenci zostali poddani terapii skojarzonej interferonem 1 rybawiryna, badz
pegylowanym interferonem i rybawiryna [IV.1]. W $wiatowej literaturze znajduje si¢
coraz wigcej doniesien poswigconych analizie populacji HCV a szczegdlnie jej
zwiazkoéw z wynikami leczenia przeciwwirusowego (Chambers ef al., 2005; Farci et al.,
2002; Moreau et al., 2008; Puig-Basagoiti et al., 2005; Ueda et al., 2004). Jednakze
tylko nieliczne odnosza si¢ do charakterystyki quasi-gatunku tego wirusa u dzieci.
Dodatkowo, niektore z nich dotycza zmian zachodzacych w strukturze populacji
wirusowej u pacjentdéw niepoddanych leczeniu (Farci ef al., 2006; Gerotto et al., 2006).
Co wigcej, w czgsci tych prac opisano wyniki badan u 0s6b zakazonych jednoczesnie
HCV 1 HIV (Canobio et al., 2004; Quesnel-Vallieres et al., 2008). Prezentowana
W niniejszej rozprawie analiza jest zatem najprawdopodobniej pierwszym opisem
struktury quasi-gatunkow HCV u ponad 20 dzieci z przewlektym zapaleniem watroby
typu C, poddanych terapii skojarzonej. Takze liczba pacjentdw, a tym samym liczba
badanych quasi-gatunkoéw, nalezy do najwigkszych w analogicznych badaniach.

Sposréd wielu metod analizy quasi-gatunku HCV [1.2.3] zastosowano
klonowanie i sekwencjonowanie wybranych fragmentéw genomu uzyskanych metoda
RT-PCR. Podejscie to nie tylko dobrze charakteryzuje populacj¢ wirusowa (Gomez et
al., 1999), lecz takze jako jedyne dostarcza pelnej informacji o sekwencji
reprezentujacych ja wariantow — umozliwia zatem przeprowadzenie szerzej zakrojonych
badan. Na poczatku wyselekcjonowano reprezentatywne rejony genomu HCV.
Podstawe do dokonania tego wyboru stanowita analiza filogenetyczna pelnych

sekwencji genomowych wirusa, zdeponowanych w internetowej bazie danych.
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Dodatkowo wzigto pod uwagg rolg, jaka poszczegolne biatka HCV pelnia w jego cyklu
replikacyjnym 1 oddziatywaniach z biatkami gospodarza. W rezultacie wybrano dwa
rejony: AF, obejmujacy fragmenty gendw EI1/E2, i IFN-R, zlokalizowany w obrgbie
genu NS5A. Analogiczne odcinki genomu HCV byly takze podstawa podobnych analiz
dokonanych przez innych badaczy dla populacji HCV u dorostych (Farci et al., 2002;
Pawlotsky et al., 1998a) 1 u dzieci (Farci et al., 2006; Quesnel-Vallieres et al., 2008).

Wszystkie badane populacje wirusowe zostaly dobrane w taki sposob, by
reprezentowaty ten sam podtyp HCV, la. Obecnie wiadomo, ze przynalezno$¢ wirusa
do okreslonego genotypu w istotny sposob wpltywa na przebieg zakazenia oraz
skuteczno$¢ terapii (Amoroso et al., 1998; Fried et al., 2002; Manns et al., 2001;
Pearlman, 2004). Obserwacja ta znajduje swoje odzwierciedlenie w stosowanych
rutynowo schematach terapeutycznych, zgodnie z ktérymi leczenie infekcji HCV-1 trwa
48 tygodni, podczas gdy HCV-2 lub HCV-3 — 24 tygodnie. Tymczasem w niektorych
przeprowadzonych do tej pory analizach quasi-gatunku HCV, populacje wirusowe
reprezentowaty rdzne podtypy (Chambers et al., 2005), a nawet genotypy (Farci ef al.,
2006; Farci et al., 2002). W przeciwienstwie do nich, inne badania dotyczyty populacji
nalezacych do jednego podtypu (Pawlotsky et al., 1998a; Puig-Basagoiti et al., 2005;
Ueda et al, 2004). W s$wietle powyzszych danych wydaje si¢ jednak jasne, iz
poszczegblne genotypy istotnie rdéznia si¢ wlasciwo$ciami  determinujacymi
infekcyjnos¢ 1i/lub oddzialywania wirus-gospodarz. W zwiazku z tym, wszelkie
porownania cech populacji wirusowych o réznej przynalezno$ci systematycznej moga
przynosi¢ niejednoznaczne wyniki. W takich przypadkach nie wiadomo bowiem, czy
u podtoza obserwowanych zjawisk lub zalezno$ci leza cechy quasi-gatunku, czy raczej
cechy witasciwe dla genotypu. W rezultacie slusznym wydaje si¢ prowadzenie analiz
populacji HCV dla kazdego genotypu, badz nawet podtypu, oddzielnie.

Analiza bioinformatyczna uzyskanych sekwencji aminokwasowych odcinka AF
wykazala istnienie r6znic pomigdzy populacjami HCV, pochodzacymi od 0sob o rézne;j
odpowiedzi na terapi¢. Co wigcej, okazalo sig, iz rdznice te — widoczne zwlaszcza przed
rozpoczgciem leczenia — warunkowane sa w glownej mierze przez rejon HVRI.
Zidentyfikowano dwa typy quasi-gatunkow wirusowych o odmiennym poziomie
polimorfizmu: homogenne populacje obecne u pacjentoéw niewykazujacych odpowiedzi
na leczenie 1 zr6znicowane u 0sob z trwata odpowiedzia. Obserwacje te rdznig si¢ od
opublikowanych danych, dotyczacych zaleznosci pomigdzy stopniem zrdznicowania

populacji HCV a odpowiedzia na leczenie u dorostych pacjentow. Z szeregu doniesien

170



Dyskusja

wynika bowiem, iz poziom zmiennos$ci quasi-gatunku HCV wyznaczony na podstawie
analogicznego rejonu genomu jest nizszy u osob, z trwata odpowiedzia wirusologiczna
(Moreau et al., 2008; Pawlotsky et al., 1998b; Ueda et al., 2004). Sugerowano, ze
wigksze zroéznicowanie umozliwia wirusowi przetrwanie w organizmie gospodarza
mimo stosowanych lekow. W ostatnim czasie pojawito si¢ jednak jedno doniesienie
mowiace, i1z poziom zrdéznicowania quasi-gatunku osob SR moze by¢ wyzszy, niz
u pacjentoéw NR. Badania te dotyczyty jednak polimorfizmu genu NS5B (Cannon et al.,
2009).

Jak juz wczeéniej wspomniano ilo§¢ danych opisujacych struktur¢ populacji
HCV u dzieci jest bardzo ograniczona. Stwierdzono mi¢dzy innymi, iz populacje te sa
poczatkowo homogenne, a ich zrdéznicowanie wzrasta stopniowo wraz z wiekiem
dziecka i nastepujacym rownolegle rozwojem jego uktadu immunologicznego (Gerotto
et al., 2006). Podobnej zalezno$ci nie zaobserwowano jednak w przypadku badanej
grupy pacjentow, w ktorej znalazty si¢ dzieci w wieku od 8. do 17. roku zycia.
Wystgpowanie homogennych populacji HCV stwierdzono takze u dorostych i dzieci z
zaburzeniami humoralnej odpowiedzi immunologicznej (Gaud et al., 2003). U tych
0sOb, mimo uplywu czasu, odcinek HVR1 byl stabilny badz ulegatl tylko niewielkim
zmianom, co sugeruje, iz istotna rol¢ w ksztaltowaniu jego polimorfizmu petni presja
selekcyjna, wywierana przez przeciwciala. Sposrod 23 pacjentow od ktorych
pochodzily badane quasi-gatunki HCV, trzy osoby byly w przesztosci poddane leczeniu
immunosupresyjnemu [tabela IV.1]. Wszystkie nalezaly do grupy NR, w ktorej
populacje HCV byly homogenne. Poziom zréznicowania quasi-gatunkow wirusowych
pochodzacych od o0s6b poddanych immunosupresji nie odbiegal jednakze od
zrdéznicowania innych populacji, obecnych u pozostatych pacjentoéw NR. Mozna zatem
przyja¢, ze niski poziom zmienno$ci rejonu HVRI u dzieci niewykazujacych
odpowiedzi na leczenie najprawdopodobniej nie jest zwiazany z ich wiekiem ani
dysfunkcjami uktadu odpornos$ciowego.

W ostatnich latach zaproponowano, ze poziom polimorfizmu rejonu HVRI
moze zaleze¢ od tego, ktory z rodzajow odpowiedzi immunologicznej — komodrkowa
czy humoralna — przewaza. Sugesti¢ t¢ wysuni¢to po dokonaniu analizy populacji HCV
u noworodkdw zakazonych w okresie okotoporodowym. Stwierdzono, iz wysoce
homogenne populacje sa obecne u dzieci, u ktérych wystgpuje znacznie podniesiony
poziom aktywnosci AIAT. Zroznicowane quasi-gatunki zidentyfikowano natomiast

u pacjentdow o niskim poziomie aktywnosci tej aminotransferazy. Poniewaz poziom
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aktywnosci  AIAT koreluje ze stopniem uszkodzenia watroby wysunigto
przypuszczenie, ze homogenne populacje sa charakterystyczne dla pacjentow, u ktérych
przewaza odpowiedZ cytotoksyczna. Jednocze$nie zaproponowano, iz zrdéznicowane
populacje HCV powstaja wskutek przewagi odpowiedzi humoralnej, ktora wymusza
tworzenie nowych wariantow HVR1 (Farci et al, 2006). W badaniach tych
analizowano jednak dane uzyskane dla réznych genotypow HCV, stad przedstawione
wyniki pozostaja niejednoznaczne. Cho¢ nie zostalo to zaprezentowane w niniejszej
rozprawie, w naszym zespole przeprowadzono jednak analizg¢ zalezno$ci pomigdzy
srednia odlegtoscia Hamminga populacji HCV a poziomem aktywnosci AIAT
u wybranych pacjentow z badanej grupy. Stwierdzono brak istotnej korelacji tych
dwoch parametrow (Wasik et al., 2009). Niedawno opublikowane zostaly dane na temat
struktury populacji HCV udwojga dzieci zakazonych okoloporodowo. U obojga
zanotowano wysoka zachowawczo$¢ odcinka HVR1 w pigcioletnim okresie obserwacji,
mimo braku jakichkolwiek zaburzen funkcjonowania ukladu odpornosciowego
(Gismondi et al., 2009). Z innych doniesien wiadomo, ze pig¢ lat jest z pewnoS$cia
wystarczajacym czasem, w ktérym polimorfizm populacji HCV u dzieci moze wzrosna¢
(Ni et al., 1997). Autorzy sugeruja zatem, iz u podtoza zaobserwowanego zjawiska
moze leze¢ tolerancja immunologiczna lub optymalne przystosowanie wirusa do
panujacych warunkow (Gismondi et al., 2009). Wyniki zaprezentowane w niniejszej
rozprawie wspieraja t¢ druga hipotezg. Wydaje si¢ bowiem, ze homogenne populacje
wirusowe zawieraja warianty o szczegélnych wiasciwosciach, umozliwiajacych im
przetrwanie w organizmie pacjenta. Zidentyfikowano kilka wariantow rejonu HVRI,
charakterystycznych dla populacji wystgpujacych u osob, ktoére nie zareagowaly na
leczenie. Jeden z nich obecny byl w az w pigciu niezaleznych epidemiologicznie
quasi-gatunkach, co jest szczegdlnie zaskakujace w kontek$cie znanej zmiennos$ci
wirusow RNA. Wyraznie wskazuje to wigc, iz posiadat on cechy, ktore okazaty sig
optymalne do przetrwania u kilku réznych osdéb. Mozna zatem przypuszczaé, ze
populacje wirusowe gwattownie ewoluuja tylko do momentu wytworzenia wariantu
najlepiej przystosowanego do danych warunkéw. Jezeli wariant taki zostanie
wyselekcjonowany woéwczas zdominuje on cata populacj¢ (staje si¢ ona jednorodna),
jezeli jednak nie powstanie, wowczas w organizmie chorego wystepuje wiele réznych
suboptymalnych wariantéw. Ta ostatnia sytuacja najprawdopodobniej miata miejsce
w przypadku silnie polimorficznych quasi-gatunkéw, obecnych u oséb wykazujacych

trwala odpowiedz na terapie. W zadnej z tych populacji nie zidentyfikowano jednak
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wariantow charakterystycznych dla pacjentow NR, ktore mozna uzna¢ za ,,optymalne”.
Tworzone warianty byly najprawdopodobniej gorzej przystosowane do warunkow
panujacych w organizmie gospodarza, co spowodowato, iz zostaly wyeliminowane
w nastgpstwie leczenia. Analogicznie mozna sadzi¢, ze w populacjach HCV obecnych
u osob, ktore nie zareagowaty na terapig, powstaly najlepiej przystosowane warianty,
ktore okazaty si¢ zdolne do przetrwania mimo zastosowanych lekow. Poniewaz
posiadaty one korzystne cechy, presja selekcyjna zaczgla dziala¢ w kierunku ich
utrzymania, jednocze$nie eliminujac inne warianty, co doprowadzito do spadku
poziomu zrdéznicowania quasi-gatunkéw. Ta obserwacja sugeruje ponadto, ze warianty
oporne na leczenie moga by¢ obecne w organizmie pacjenta jeszcze przed
rozpoczgciem terapii.

Czgstym celem badan nad struktura quasi-gatunkow HCV jest znalezienie cech
roéznicujacych populacje obecne u oséb, ktore w odmienny sposéb reaguja na leczenie.
Mozna by woéwczas uzupeli¢ list¢ czynnikéw pozytywnej prognozy terapii, co
prawdopodobnie przyczynitoby si¢ do korzystnych zmian w procesie kwalifikacji
pacjentéw do leczenia. Otrzymane w ramach niniejszej rozprawy wyniki sugeruja, ze
istnieje zwiazek pomigdzy struktura populacji HCV u dzieci, wyznaczona na podstawie
rejonu HVR1 przed rozpoczgciem terapii, a wynikiem leczenia. Z pewnoscia pozadane
bytoby rozszerzenie tych badan w przysztosci o kolejne grupy pacjentow. W przypadku
potwierdzenia uzyskanych wynikéw mozna by rozwazy¢ wprowadzenie takiej analizy
jako dodatkowego czynnika pomocniczego w procesie kwalifikacji dzieci do terapii
skojarzone;.

Bialko NSS5A, oprocz wspoltworzenia kompleksu replikacyjnego HCV, petni
istotng rolg¢ w oddziatywaniach wirus-gospodarz. Zidentyfikowano w nim rejon
przypuszczalnie zaangazowany w inaktywacje jednego =z bialek odpowiedzi
interferonowej, kinazy biatkowej R (Gale et al, 1998). W zwiazku z tym
przeprowadzono szereg badan, majacych na celu okreSlenie zaleznosci pomigdzy
wystgpowaniem okre§lonych reszt aminokwasowych lub polimorfizmem NS5SA
a rezultatem terapii (Enomoto ef al., 1995; Enomoto et al., 1996, Pawlotsky et al.,
1998a; Puig-Basagoiti et al., 2005; Ueda et al., 2004). W niniejszej rozprawie opisano
wyniki analizy populacji wirusowych, przeprowadzonych na podstawie kluczowych
fragmentow NS5A (ISDR, PKR, V3) i zestawiono je z wynikami uzyskanymi na bazie
rejonu HVRI1. Co ciekawe, nie zanotowano réznic pomig¢dzy poziomem zmienno$ci

odcinkéw NSS5A w wybranych populacjach wirusowych. Struktura quasi-gatunkow
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scharakteryzowana na podstawie tych rejonéw odzwierciedlalta ich niski poziom
zmienno$ci. Tym samym, nie zaobserwowano zadnej zalezno$ci pomigdzy struktura
populacji wirusowej a odpowiedzia pacjenta na terapie. Wynik ten potwierdza
wczesniejsze obserwacje, iz poziom zmienno$ci HCV nie jest jednakowy w obrgbie
catego genomu, lecz ulega znacznym wahaniom (Simmonds, 2004). Biorac pod uwage
doniesienia literaturowe mozna ponadto sadzi¢, ze w przypadku biatka NSS5A istotne
znaczenie dla odporno$ci na terapi¢ interferonowa moze mieé¢, obok liczby mutacji,

takze wystgpowanie konkretnych reszt aminokwasowych.
V.2 Czynniki ksztattujace strukture quasi-gatunku HCV

V.2.1 Wptyw struktury RNA i presji selekcyjnej

Na podstawie licznych doniesien literaturowych mozna byto sadzi¢, ze jednym
z czynnikow determinujacych polimorfizm HCV jest lokalna struktura RNA. Wiadomo
bowiem, ze struktura matrycy, obok wtasciwosci polimerazy, odgrywa istotna rolg
w procesie replikacji. Podczas syntezy RNA na matrycy RNA mutacje moga
powstawac na kilka roznych sposobow [rysunek V.1]. Kontekst sekwencji, a co za tym
idzie — struktury czasteczki matrycowej, jest czegsto kluczowy w przypadku mutacji
wprowadzanych przez polimerazg (substytucje, delecje, insercje) (Figlerowicz et al.,
2003). Oczywistym jest, ze w przypadku analizy sekwencji HCV izolowanych
z surowicy pacjentow nie mozna okresli¢, w jakim stopniu struktura RNA danego
wariantu determinowatla wiernos¢ jego replikacji. Aby stwierdzié, na ile struktura RNA
badanego rejonu genomu HCV wplywa na jego zmienno$¢ badz zachowawczos$¢,
postuzono si¢ zatem systemem, w ktorym rejon AF_A byl kopiowany przez polimerazg
wirusowa w warunkach stabego ci$nienia selekcyjnego [IV.2.1]. Uktad ten stosowano
wczesniej w  Zespole  Wirusolgii  Molekularnej.  Kluczowym  elementem
skonstruowanego wowczas uniwersalnego systemu do badan procesu rekombinacji
RNA byt wektor wirusowy Mat-0. Wykazano, ze wprowadzenie do niego czasteczki
odpowiadajacej rejonowi HVRI nie obniza infekcyjnosci powstatego mutanta BMV

(Alejska et al., 2005).
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Rysunek V.1. Mechanizmy wprowadzania mutacji podczas kopiowania czasteczki RNA.
Kotkami oznaczono poszczegélne nukleotydy nici matrycowej (dolna ni¢) i potomnej (goérna).
(A) Substytucja powstajaca w wyniku wtaczenia niekomplementarnego nukleotydu i utworzenia
niekanonicznej pary zasad. (B) Substytucja wynikajaca z powstania wybrzuszenia w nici matrycowej.
Polimeraza wtacza do nici potomnej o jeden nukleotyd A za mato. Po odtworzeniu struktury w petni
dwuniciowej, ostatni U nici matrycowej tworzy niekanoniczng pare zasad z G nici potomnej. (C) Zmiana
ramki odczytu wskutek wtaczenia niekomplementarnego nukleotydu. Polimeraza wprowadza
C naprzeciwko U nici matrycowej. Moze to spowodowaé zahamowanie elongacji i oddysocjowanie
enzymu lub powstanie wybrzuszenia nici matrycowej i utworzenie kanonicznej pary C-G z kolejnym
nukleotydem matrycy. (D) Zmiana ramki odczytu wskutek powstania wybrzuszenia. Podczas kopiowania
odcinkdéw zawierajacych kilkunukleotydowe powtérzenia (np. cztery U), w wyniku utworzenia
wybrzuszenia RNA, polimeraza wtacza w nici potomnej o jeden nukleotyd za mato (tzw. ,,poslizg”
polimerazy).  Niekomplementarne nukleotydy oznaczono kolorem czerwonym, ulegajace
wybrzuszeniu - zielonym. Wigzania wodorowe w niekanonicznych parach zasad oznaczono za pomoca
czerwonych linii. [Na podstawie Figlerowicz et al., 2003.]

Tym razem wybrano 4 czasteczki AF A, reprezentujace populacje HCV
znacznie rézniace si¢ pod wzgledem poziomu polimorfizmu. Nastgpnie otrzymano 4
mutanty BMV, z ktorych kazdy zawierat jeden z odcinkow AF A w obrebie
niekodujacego rejonu 3’ genomowej czasteczki RNA3. Mutanty te zachowaty zdolnos$¢
do wywolania infekcji, podczas ktérej wirusowa polimeraza RNA zalezna od RNA
(analogiczna do kodowanej przez HCV) powielata genom wirusowy a wraz z nim
1 fragment AF_A. We wszystkich czterech przypadkach liczba wprowadzonych mutacji
byta bardzo podobna. Obserwacja ta wskazuje, ze w zastosowanym ukladzie
badawczym struktura RNA AF A nie wptywa w istotny sposob na wierno$¢ replikacji

przez polimerazg wirusowa. Pod nieobecnos¢ presji selekcyjnej charakterystycznej dla
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organizmu cztowieka, liczba zmian powstalych zarowno w sekwencji HVRI, jak
1 pozostatej czesci odcinka AF_A byla poréwnywalna z liczba mutacji wprowadzanych
do czasteczki RNA3 BMV. Tym samym mozna przypuszczaé, iz w obrgbie badanego
rejonu nie wystepuja miejsca wyjatkowo podatne na powstawanie substytucji
(ang. ,,hotspots”’). Potwierdza to szczegdtowa analiza poroéwnawcza sekwencji
wszystkich 80 klonéw dsDNA, odpowiadajacych potomnym czasteczkom RNA BMV.
Na jej podstawie mozna stwierdzi¢, iz zidentyfikowane mutacje nie koncentrowaly si¢
w okre$lonych miejscach, lecz byly rozmieszczone przypadkowo. Z pewnoscia
interesujacym dopetnieniem tych badan bytoby poréwnanie wynikéw uzyskanych
in vivo z analogicznymi rezultatami otrzymanymi in vitro. Obecnie zasadnicza trudnos¢
uniemozliwiajaca przeprowadzenie takich doswiadczen stanowi brak odpowiedniej
wirusowej polimerazy RNA zaleznej od RNA. Poniewaz takie biatko nie jest dostgpne
komercyjnie, w Zespole Wirusologii Molekularnej podj¢to wstepne proby otrzymania
polimerazy NS5B HCV, jednak do tej pory nie udato si¢ uzyska¢ aktywnego enzymu.
Zarowno wyniki analizy struktury quasi-gatunkow HCV, jak 1 badania
doktadnosci powielania wybranego rejonu genomu przez polimeraz¢ wirusowa
w roslinie wskazywaly, iz istotnym czynnikiem ksztattujacym poziom zrdznicowania
populacji HCV jest cisnienie selekcyjne, wywierane przez organizm gospodarza. Do
tego samego wniosku prowadzita analiza bioinformatyczna presji selekcyjnej, jakiej
poddany jest rejon HVRI1 [IV.2.2]. Selekcja naturalna jest pierwszoplanowym procesem
dzialajacym na wszystkie ewoluujace populacje. Selekcja pozytywna prowadzi do
zwigkszenia czgstosci wystgpowania alleli (w tym przypadku wariantéw wirusowych),
ktore wyrdzniaja si¢ na tle pozostalych osobnikow populacji cecha korzystna
w kontek$cie poziomu przystosowania do danych warunkéw. Jest zatem zorientowana
w kierunku akumulowania mutacji i zwigkszania poziomu zréznicowania populacji.
Selekcja negatywna natomiast dziala w kierunku usuwania niekorzystnych zmian,
prowadzac tym samym do utrwalenia juz istniejacych cech i1 obnizenia polimorfizmu
populacji. Opisano kilka mechanizméw wplywajacych na proces ewolucji wirusow
RNA w organizmie gospodarza. Wsrdd nich mozna wyrdézni¢ zaré6wno ewolucje
adaptacyjna (Wolinsky et al., 1996), jak i1 neutralna (Gojobori et al., 1990), ktéra ma
miejsce wowczas, gdy powstajace zmiany nie wpltywaja na poziom przystosowania do
warunkéw  zewngtrznych (tzw. dryf genetyczny). Istnieje szereg doniesien
literaturowych, wskazujacych, ze w przypadku HCV ma miejsce ewolucja adaptacyjna,

warunkowana przez presj¢ selekcyjna (Manzin et al., 2000). Poglad ten wspieraja dane
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z unikalnego studium ewolucji wirusa u 17 pacjentek zakazonych z jednego zrodta.
Stwierdzono, iZ mimo oczywistego pokrewiefnstwa, odzwierciedlonego w wynikach
analizy filogenetycznej, nowopowstate populacje HCV roznity si¢ od siebie. Ich
ewolucja przebiegata niezaleznie od pierwotnej sekwencji genomu wirusa, ksztaltowana
przez cisnienie selekcyjne wywierane przez roznych gospodarzy (McAllister et al.,
1998). W ostatnich latach nastapil wyrazny rozwdj badan nad udzialem pres;ji
selekcyjnej w determinowaniu poziomu zmiennos$ci niektorych rejonow genomu HCV.
Z pewnoS$cia istotny wplyw na uzyskiwane wyniki miat dobdr zaréwno zbiorow
sekwencji, jak rowniez zastosowanych metod bioinformatycznych. Stosownie do tego,
liczba kodonow ulegajacych selekcji pozytywnej opisanych w obrebie HVR1 oscyluje
od 1 (Suzuki i Gojobori, 2001) do 18 (Cuevas et al., 2009). Stosunkowo niedawno
dokonano szczegodtowej analizy ewolucji genéw kodujacych obie glikoproteiny otoczki
szeSciu genotypow HCV (Brown et al., 2007). Stwierdzono, iz zasadnicza sita
ksztaltujaca ewolucje E1 1 E2 jest selekcja negatywna, zwigzana z konieczno$cia
zachowania ich wiasciwosci strukturalno-funkcjonalnych. Kodony znajdujace si¢ pod
wplywem selekcji pozytywnej zidentyfikowano tylko w genie E2. Co ciekawe, o ile
rozmieszczenie tych miejsc poza HVRI1 bylo specyficzne dla poszczegdlnych
genotypow, o tyle ich uktad w ramach HVR1 okazat si¢ by¢ podobny bez wzgledu na
genotyp wirusa. W tym ostatnim rejonie okreslono 9 pozycji podlegajacych dziataniu
selekcji pozytywnej (Brown et al., 2007). Sze$¢ z nich zostato zidentyfikowanych takze
w testach opisanych w niniejszej rozprawie, w przypadku przynajmniej jednego z 6
analizowanych zbioréw danych (NR-TO, NR-T2, TR-TO, TR-T2, SR-TO, SR-T2).
Istotne rozbiezno$ci zanotowano dla 1. i 8. kodonu HVRI, ktore wedlug danych
literaturowych znajduja si¢ pod wptywem selekcji pozytywnej (Brown et al., 2007),
natomiast w przeprowadzonych analizach okazaly si¢ ulega¢ selekcji negatywnej
(odpowiednio w pigciu 1 dwoch zbiorach danych). W badanych sekwencjach kodony
podlegajace selekcji pozytywnej byty zlokalizowane gléwnie w centralnej czg$ci
odcinka HVRI1, obejmujacego pozycje 10-18. Na podstawie analiz sekwencji
zdeponowanych w bazach danych stwierdzono, iz w rejonie tym znajduja si¢ zar6wno
reszty o wysokim stopniu antygenowosci (10-13), jak 1 niemajace takiego charakteru
(14-18), mimo iz przynajmniej niektéore z tych ostatnich (14, 15 1 18) sa
najprawdopodobniej dostgpne na powierzchni E2. Reszty te sq zatem przypuszczalnie
zaangazowane w oddzialywania z biatkami gospodarza (Penin et al., 2001). Silna

selekcja pozytywna, ksztattujaca te kodony w populacjach HCV obecnych u pacjentow
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wykazujacych trwata odpowiedz na terapig, moze odzwierciedla¢ toczacy si¢ proces
»dopasowania” E2 wirusa do biatek gospodarza. Co ciekawe, w sekwencjach zgodnych
NR, TR i SR na niektérych z omawianych pozycji HVR1 wystepuja te same reszty
aminokwasowe. Presja w kierunku akumulowania zmian w tych kodonach
w populacjach SR moze zatem $wiadczy¢ o tym, iz wlasciwosci tego rejonu nie sa
uzaleznione od konkretnych reszt aminokwasowych, lecz raczej od szerszego kontekstu
sekwencji biatka E2.

Jak wspomniano powyzej, w obrgbie HVR1 opisano dwa rejony o wysokim
stopniu antygenowosci — obejmuja one pozycje 3-13 i 19-25 (Penin et al., 2001).
W konsekwecji sumarycznie stanowia one wigkszos¢ HVRI. Nieco zaskakujaca jest
zatem obserwacja, ze w ich obrgbie wystgpuje stosunkowo niewiele reszt ulegajacych
selekcji pozytywnej. Mozna by bowiem przypuszczaé, iz u podloza powstawania
mutacji w tym rejonie lezy przede wszystkim presja wywotywana przez przeciwciata.
Rezultaty analiz sze$ciu badanych zbioréw sekwencji sugeruja jednak, ze przynajmnie;j
tak samo istotnym — jesli nie wazniejszym — mechanizmem jest proces przystosowania
do oddziatywania z innymi biatkami gospodarza. Analiza charakteru presji selekcyjne;j
dziatajacej wobec HCV w trzech grupach pacjentéw rozniacych si¢ rodzajem
odpowiedzi na leczenie zdaje si¢ potwierdza¢ obserwacje dokonane na podstawie
wczesniejszego badania struktury populacji wirusowych. Warianty charakterystyczne
dla populacji obecnych u pacjentéw NR wykazuja najprawdopodobniej wysoki poziom
przystosowania do organizmu gospodarza. W rezultacie pojawia si¢ presja
ukierunkowana na zachowanie istniejacej sekwencji. Tymczasem w quasi-gatunkach
obecnych u pacjentow SR poziom przystosowania wariantOw jest nizszy, co wymusza

akumulowanie zmian w celu wytworzenia optymalnego wariantu.

V.2.2 Wptyw wtasciwosci biatka E2

Poziom polimorfizmu quasi-gatunkow HCV, wyznaczony na podstawie rejonu
HVRI, jest najprawdopodobniej $cisle zwigzany z funkcja, jaka pelni ten fragment
biatka E2. Aby stwierdzi¢, ktore z funkcji E2 sa szczegdlnie uzaleznione od
modyfikacji potranslacyjnych, postanowiono otrzymac¢ to biatko na drodze ekspresji
w komoérkach bakteryjnych, jak réwniez w systemie ros§linnym. W przypadku
pierwszego z systemOw ekspresyjnych powinno powsta¢ biatko niemodyfikowane,

a drugiego — biatko modyfikowane [IV.2.3].
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V.2.2.1 Otrzymywanie biatka E2

Przetestowano szereg uktadoéw ekspresyjnych, obejmujacych rézne plazmidy
oraz szczepy bakteryjne. We wszystkich uzyskano wydajna ekspresj¢ biatka E2,
skroconego o potencjalna domeng transblonowa i1 poprzedzajacy ja rejon wysoce
hydrofobowy. Analogiczne podejscie, zmierzajace ku zwigkszeniu rozpuszczalnosci E2
produkowanego w komorkach bakteryjnych opisano juz wczesniej (Yurkova et al.,
2004). Stwierdzono, ze bez wzgledu na zastosowany uktad ekspresyjny, E2 badz biatko
fuzyjne MBP-E2 zawsze znajdowalo si¢ w przewazajacej czesci we frakcji biatek
nierozpuszczalnych. Ten sam problem napotkali takze inni badacze 1 w konsekwencji
decydowali si¢ oni na oczyszczanie biatka w warunkach denaturujacych (Yurkova et
al., 2004). W przypadku niniejszej pracy, postanowiono jednakze oczy$ci¢ jedynie
biatko wystepujace we frakcji biatek rozpuszczalnych, stosujac warunki natywne. Co
prawda wydajnos¢ tego procesu byla niewielka, lecz uniknigto etapdw zwiazanych
zponownym faldowaniem biatka po izolacji z komoérek bakteryjnych. Wiadomo
bowiem, ze ten proces czgsto nie przebiega efektywnie, dodatkowo pociagajac za soba
wysokie prawdopodobienstwo powstania mieszaniny konformeréw E2 lub
wieloczasteczkowych agregatow. W przyjetej strategii, kluczowym okazat si¢ by¢ nie
tyle wektor ekspresyjny (a co za tym idzie - zastosowany znacznik czy biatko fuzyjne
MBP), ale szczep bakteryjny, uzyty do produkcji E2. Optymalne rezultaty oczyszczania
metoda chromatografii powinowactwa i saczenia molekularnego osiagnigto postugujac
si¢ szczepem E. coli Origami B(DE3)pLysS. Szczep ten, dzigki obecno$ci mutacji
w genach kodujacych reduktazy, umozliwia produkcj¢ biatek zawierajacych istotne dla
tworzenia E2 wigzania disiarczkowe. Zaobserwowano, ze biatko uzyskane w bakteriach
tego szczepu przyjmowato inng konformacje anizeli w analogicznych komorkach,
pozbawionych wspomnianych mutacji. Ponadto, postugujac si¢ testem ELISA
stwierdzono, ze otrzymane E2 byly efektywnie rozpoznawane przez przeciwciata
uzyskane przy zastosowaniu glikozylowanych biatek produkowanych w linii komorek
CHO.

Produkcja biatek w ro$linach jest interesujaca i z wielu przyczyn korzystna
alternatywa wobec ich otrzymywania w systemach bakteryjnych czy innych
eukariotycznych, zwlaszcza ssaczych (Jasinski ef al., 2006). Czgsto biatka produkowane
sa w roslinach w celu uzyskania w pelni modyfikowanych potranslacyjnie antygendéw
szczepionkowych. Obecnie obok tworzenia ro$lin transgenicznych wykorzystuje si¢

czesto ekspresj¢ przejsciowa. Sposrod wielu biatek wyprodukowanych w roslinach
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wymieni¢ mozna cho¢by biatko p24 wirusa HIV (Zhang et al., 2002a), glikoproteing gD
bydlecego herpeswirusa (Perez Filgueira et al., 2003), czy antygen powierzchniowy
wirusa zapalenia watroby typu B (Zhong et al., 2008). Dwa ostatnie powstaly na drodze
ekspresji przejsciowej, z wykorzystaniem wektorow wirusowych. Podj¢to takze udane
proby otrzymania w roslinach biatek chimerycznych, zawierajacych rejon HVR1 HCV
(El Attar et al., 2004; Nemchinov et al., 2000). Do tej pory najprawdopodobniej nie
przeprowadzono jednakze ekspresji dluzszego fragmentu genu E2 w systemie
ro$linnym — opisane w niniejszej pracy doswiadczenie bytoby zatem przypuszczalnie
pierwszym doniesieniem na ten temat. Poslugujac si¢ systemem do ekspresji
przejsciowej (Marillonnet et al., 2004) uzyskano dwa warianty E2 w li§ciach tytoniu,
stwierdzono jednak, iz powstate biatka nie ulegaty N-glikozylacji. Ten sam system
wykorzystano niedawno do ekspresji antygenu HBsAg wirusa HBV (Zhong et al.,
2008). Rowniez w tym przypadku tworzone biatko nie bylo glikozylowane. Obecno$é¢
reszt glikozydowych jest istotna w konteks$cie przyjmowania prawidlowej konformacji,
jak réwniez funkcjonowania biatka E2 (Op De Beeck et al, 2001). Jednocze$nie
z doniesien literaturowych wiadomo, iz w organizmie cztowieka E2 jest obecne takze
w formie niemodyfikowanej. W takiej postaci oddzialuje ono z kinaza PKR, zaburzajac
odpowiedz komoérki gospodarza na infekcje wirusowa (Pavio et al, 2002).
W zaleznosci od celu dalszych analiz, pozadanym jest zatem otrzymanie E2 w jedne;j
z dwoch form: modyfikowanej i niemodyfikowanej. Réwniez w przypadku badan nad
wlasciwo$ciami antygenowymi czy immunogennoscia biatek uzyskiwanych w roslinach
wystepowanie glikanow nie zawsze jest korzystne, gdyz moga one maskowac epitopy
na powierzchni bialka. Poniewaz powstale w tytoniu bialka E2-NR i E2-SR nie
posiadaly modyfikacji, odstapiono od ich oczyszczania i w dalszych badaniach

postuzono si¢ biatkami otrzymanymi na drodze ekspresji w komadrkach bakteryjnych.

V.2.2.2 Analiza wybranych wtasciwosci dwoch wariantéow biatka E2

Jak wspomniano wcze$niej, istnieje szereg przestanek $wiadczacych, iz
wlasciwosci poszczegdlnych wariantow biatka E2 wywieraja istotny wplyw na ich
utrzymywanie w populacjach wirusowych, a takze na ksztatltowanie si¢ struktury
quasi-gatunku. Biatko E2 pelni szereg funkcji w cyklu replikacyjnym HCV 1 jest
bezposrednio zaangazowane w oddziatywania wirus-gospodarz [I.1.4]. Poszukujac
odpowiedzi na pytanie, jakimi wlasciwosciami ro6znia si¢ warianty E2 reprezentujace

populacje wirusowe obecne u pacjentow o odmiennej odpowiedzi na terapig, wzigto
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pod uwage dwie zasadnicze hipotezy. Pierwsza z nich zaktadata, iz HCV moze unikac
odpowiedzi immunologicznej gospodarza, wykorzystujac zjawisko mimikry
molekularnej. Tego typu mechanizm zostat zaproponowany w ostatnich latach. Na
podstawie modelowania in silico oraz badan immunologicznych wykazano bowiem, ze
zbudowany z ok. 100 reszt aminokwasowych N-terminalny odcinek biatka E2 przejawia
podobienstwo strukturalne do domeny zmiennej ludzkich immunoglobulin klasy IgG.
Stwierdzono takze obnizenie reakcji przeciwcial anty-E2 w miar¢ wzrostu stopnia
podobienstwa glikoproteiny otoczki do immunoglobulin (Hu et al., 2005). W $wietle
tych spostrzezen mozna bylo zatem przypuszczaé, iz zachowawczy wariant E2-NR,
charakterystyczny dla pacjentow NR wykazuje znaczne podobienstwo do
immunoglobulin, przez co pozostaje nierozpoznany przez uklad odpornosciowy
gospodarza. Wzorujac si¢ na opublikowanych doniesieniach (Hu et al, 2005),
postuzono si¢ metoda western blot w celu sprawdzenia zdolno$ci obu wariantow biatka
E2 do oddziatywania z przeciwcialami skierowanymi przeciwko Iludzkim IgG
[IV.2.3.4.1]. Przyj¢to zalozZenie, Ze rozpoznanie biatka E2 przez przeciwciata anty-hlgG
bedzie $wiadczyto o strukturalnym podobiefistwie pomigdzy E2 a hlgG. Wbrew
oczekiwaniom okazato si¢, iz wariant E2-SR, a nie E2-NR, byl efektywnie
rozpoznawany przez przeciwciata anty-hIgG. Na podstawie tej obserwacji mozna z cala
pewnoscia stwierdzi¢, ze biatko E2 rzeczywiscie przejawia podobienstwo do ludzkich
immunoglobulin, jednak nie jest to jego stala, wlasciwa mu cecha. Uzyskane wyniki
wyraznie wskazuja bowiem na to, ze poziom tego podobienstwa jest rozny dla réznych
wariantow E2. Zjawisko to po czgsci ttumaczy fakt trwatego wspotwystgpowania we
krwi pacjentow czastek wirusowych 1 przeciwcial anty-HCV. Mozna sadzié, zZe
tworzone sa przeciwciata skierowane tylko przeciwko czg$ci wariantéw E2, takie, ktore
nie reaguja jednoczesnie z biatkami ludzkimi. W ten sposob, niektére z wariantow E2
bylyby tolerowane przez system immunologiczny. Jednocze$nie mozna przypuszczac,
ze zjawisko mimikry molekularnej lezy u podioza zaburzen autoimmunologicznych,
towarzyszacych niekiedy zakazeniom HCV (Eisen-Vandervelde ef al., 2004; Hu ef al.,
2005). Prawdopodobne jest bowiem, ze oprocz wariantdéw catowicie tolerowanych,
istnieja takie, ktore funkcjonuja jako antygeny, indukujace powstanie przeciwciat
zdolnych do reakcji krzyzowej z innymi biatkami organizmu pacjenta. Poglad ten
wspiera poczyniona w trakcie tych badan obserwacja, ze kozie przeciwciata anty-E2
bardzo wydajnie i specyficznie rozpoznaja tancuch ci¢zki ludzkich immunoglobulin.

Z pewnoscia odpowiednie mechanizmy w organizmie cztowieka zapobiegaja powstaniu
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przeciwcial tak silnie skierowanym przeciwko witasnym immunoglobulinom. Nie
mozna jednak wykluczy¢é mniej specyficznych reakcji krzyzowych pomigedzy
przeciwciatami anty-E2 a hlgG. Niestety w przypadku badanych pacjentow nie
dysponowano danymi dotyczacymi wystgpowania zaburzen autoimmunologicznych.
Nalezy jednak stwierdzi¢, ze opisany mechanizm mimikry molekularnej nie jest
decydujacy w kontekscie terapii 1 przebiegu przewlektego zapalenia watroby typu C.
Jak si¢ bowiem okazato, to populacja zawierajaca wariant E2-SR (wykazujacy wyzszy
stopien podobienstwa do immunoglobulin niz E2-NR), zostala wyeliminowana
w rezultacie leczenia. Na tej podstawie mozna byto sadzi¢, ze inne wilasciwosci E2,
wykraczajace poza mimikr¢ molekularna, sa odpowiedzialne za utrzymywanie wariantu
E2-NR w kilku populacjach obecnych u os6b niewyleczonych.

Aby ostatecznie odrzuci¢ pierwsza hipotezg, nalezalo jednak przekona¢ sig, czy
w surowicach pacjentow obecne byly przeciwciata przeciwko obu wariantom E2
[IV.2.3.4.2]. Zdolno$¢ do unikania odpowiedzi immunologiczej nie musiataby przeciez
by¢ zwiazana wylacznie ze stopniem podobienstwa do immunoglobulin. Wiadomo na
przyktad, ze inny rejon E2, PePHD, wykazuje podobienstwo do miejsca autofosforylacji
kinazy PKR oraz miejsca fosforylacji jednego z czynnikow inicjacji translacji (Taylor et
al., 1999). Biatka E2 uzyskiwane w systemach bakteryjnych byly wczedniej
z powodzeniem wykorzystywane do badania oddzialywan z przeciwciatami obecnymi
W surowicy pacjentow i bardzo dobrze nadaja si¢ do tego celu (Liu ef al., 2004; Mita et
al., 1992; Yurkova et al., 2004). W tego typu testach nie jest wymagane, by biatko
posiadato modyfikacje w postaci N-glikanéw. Ich obecnos¢ w powstatych naturalnie
biatkach najczeséciej maskuje niektore epitopy, przez co staja si¢ one niedostgpne dla
przeciwcial. Jednoczes$nie nie istnieje niebezpieczenstwo zaobserwowania nietypowych
reakcji przeciwcial wobec biatek niemodyfikowanych. W surowicach pacjentow obecne
sa bowiem tylko przeciwciala, wytworzone wczesniej w wyniku kontaktu ukladu
odpornosciowego z czastkami wirusowymi, zaopatrzonymi w natywne, glikozylowane
E2. Postugujac si¢ biatkiem niemodyfikowanym mozna zatem wykry¢ reakcjg
przeciwcial wobec epitopow dostgpnych w naturalnym biatku. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze w surowicach pacjentow obecne byly przeciwciala przeciwko obu
wariantom E2, niezaleznie od tego, czy warianty te zidentyfikowano u danej osoby, czy
tez nie. Oznacza to, iz dochodzitlo przede wszystkim do oddziatywan przeciwciat
z zachowawczymi rejonami E2. Wynik ten pozostaje w zgodzie z danymi

literaturowymi, w ktoérych opisano wspolwystgpowanie w surowicy zarOwno
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przeciwcial specyficznych wobec konkretnego szczepu wirusa, jak i zdolnych do reakc;ji
krzyzowej z niechomologicznym biatkiem E2 (Kaplan et al, 2003; Mondelli et al.,
1999). Co ciekawe, uzyskane wyniki sugeruja, ze wariant E2-SR byl gorzej
rozpoznawany przez przeciwciata obecne w surowicach pacjentéw anizeli wariant
E2-NR. Roéznica ta wystgpowata praktycznie zawsze, jednak byta wyrazniej widoczna
w przypadku surowic pacjentow, ktorzy osiagneli trwala odpowiedz na leczenie. Biorac
pod uwage wczesniej uzyskane wyniki wydaje si¢ prawdopodobne, ze przyczyna
nizszego powinowactwa przeciwciat do E2-SR jest wyzszy stopien podobienstwa tego
biatka do ludzkich immunoglobulin klasy IgG. Mozna jednak spekulowaé, ze ta
obserwacja odzwierciedla nie tylko same wtasciwosci E2-SR, lecz takze sposéb
funkcjonowania uktadu immunologicznego pacjentow. Gdyby bowiem stabsza reakcja
przeciwciat byla uwarunkowana jedynie struktura i/lub wlasciwosciami tego wariantu,
wowczas nie obserwowano by roznic w jego rozpoznawaniu, charakterystycznych dla
dwoch grup pacjentéw. Mozna wigc zaproponowac hipotezg, ze u 0sob niewyleczonych
do pewnego stopnia zaburzony jest mechanizm zabezpieczajacy przed tworzeniem
przeciwciat, skierowanych przeciwko wilasnym biatkom. Ta interesujaca kwestia
wymaga jednak podjecia dalszych badan. Jednocze$nie otrzymany wynik wskazuje, ze
u pacjentow NR wystgpuje odpowiedz humoralna. Nie mozna zatem upatrywaé
przyczyny niskiego polimorfizmu obecnych u nich quasi-gatunkéw HCV w braku presji
zwiagzanej z prawidlowym funkcjonowaniem przeciwciat (Farci et al., 2006; Gaud et al.,
2003). Co cickawe zaobserwowano, ze w calkowitej puli przeciwciat w surowicach
pacjentow, procentowy udzial immunoglobulin specyficznych wobec poszczegdlnych
biatek wirusa jest zréznicowany. Wsrdd badanych dzieci znalazto sig¢ troje poddanych
we wczesniejszym okresie terapii immunosupresyjnej. Nie stwierdzono u nich
obecnos$ci przeciwcial anty-HCV w tescie dostgpnym komercyjnie. Test ten zawiera
antygen fuzyjny, powstalty w wyniku polaczenia epitopow 7 biatek wirusowych, w tym
takze E2. Aby wynik byt pozytywny, najprawdopodobniej konieczne jest wystapienie
silnej reakcji przeciwcial przeciwko co najmniej kilku z nich. Poniewaz u tych samych
dzieci wykazano obecno$¢ przeciwcial przeciwko obu wariantom E2 mozna sadzié, ze
odpowiedz anty-E2 wystepuje nawet wtedy, gdy zaburzone jest tworzenie przeciwciat
specyficznych wobec innych biatek wirusa. Obserwacja ta zgodna jest z pogladem, Ze
glowny cel przeciwcial neutralizujacych zlokalizowany jest w obrgbie biatka E2
(Kaplan et al., 2003). Jednoczesnie jednak nalezy stwierdzi¢, ze mimo obecnos$ci innych

przeciwcial, immunoglobuliny anty-E2 moga w niektorych przypadkach nie
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wystepowaé w surowicy. Taka sytuacja wystapita u trzech innych pacjentdéw, z ktérych
kazdy wykazywat inny rodzaj odpowiedzi na terapi¢. Co ciekawe, u jednej z tych oséb
byly obecne przeciwciata przeciwko jednemu z dwoch wariantow E2. Mozna zatem
wysunaé przypuszczenie, iz zjawisko to uwarunkowane jest do pewnego stopnia
wiasciwosciami E2, cho¢ z pewnoscia bardzo istotna jest tu rowniez sprawnos$¢ uktadu
odporno$ciowego pacjenta.

Na podstawie analizy opisanych powyzej wynikow nalezato odrzuci¢ hipotezg,
w mys$l ktorej pewne warianty E2 utrzymuja si¢ w kilku populacjach wirusowych,
poniewaz pozostaja nierozpoznane przez przeciwciata pacjentow.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych obu otrzymanych wariantow E2 kaze
zwréci¢é uwage na umiejscowienie rozniacych je reszt aminokwasowych [rysunek
IV.19; rysunek L.5]. Sposréd 25 pozycji, na ktérych wystgpuja odmienne reszty, 8
znajduje si¢ w obregbie rejonu HVR1, zwlaszcza w jego potowie karboksylowej. Dwie
znich ulokowane sa w odcinku centralnym, odpowiedzialnym za oddzialywania
z biatkami gospodarza, natomiast pozostale w czg$ci o wlasciwosciach antygenowych.
Osiem reszt rozmieszczonych jest przypadkowo i w wigkszosci nie znajduje si¢
w zadnym z rejonow, ktoérym przypisywane sa okre§lone funkcje. Dziewig¢ pozostatych
wystepuje natomiast w trzech z sze$ciu odcinkow prawdopodobnie zaangazowanych
w oddziatywanie z receptorem CD81. Wiadomo réwniez, ze rejony HVRI o réznych
sekwencjach w r6zny sposob moduluja wiazanie E2 do CD81 (Roccasecca et al., 2003).
Na podstawie tych obserwacji postawiono druga hipoteze, zgodnie z ktéra warianty E2,
reprezentujace populacje wirusowe obecne u pacjentow o odmiennej odpowiedzi na
terapig, roznig si¢ pod wzgledem zdolnosci oddziatywania z receptorem CDSI.
Odmienne powinowactwo do tego receptora mogloby wywiera¢ wpltyw na stopien
infekcyjnosci obu wariantow. W konteksScie danych opublikowanych na temat
przytaczania czastek wirusowych do réznych receptorow mozna by przypuszczaé, ze
roznice te dotycza nie tylko wnikania do hepatocytow, lecz takze, a moze przede
wszystkim, oddziatywan z CD81 na powierzchni limfocytéw B (Roccasecca et al.,
2003; Scarselli et al., 2002). W ostatnich latach pojawity si¢ interesujace doniesienia,
dotyczace skutkow przytaczania si¢ E2 do receptora CD81 limfocytow B. Stwierdzono,
ze to oddziatywanie prowadzi do tzw. hiperzmiennos$ci produkowanych przeciwciat
(Machida et al., 2005). Ponadto opublikowano wyniki, $wiadczace o tym, ze nadmierny
polimorfizm przeciwcial obniza ich powinowactwo i dziatanie neutralizujace wobec

biatka E2 HCV (Machida et al., 2008). W swietle tych danych mozna przyjac, ze rézne
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warianty E2 wykazuja r6zna zdolnos¢ do oddziatywania z CDS81, a by¢ moze tez
w réznym stopniu zaburzaja proces tworzenia przeciwciat.

Doswiadczenia, zmierzajace do poroéwnania zdolnosci obu wariantow E2 do
wiazania receptora CD81, mialy jedynie wstgpny charakter [[V.2.3.4.3]. Postuzono si¢
w nich ponownie biatkami otrzymanymi w systemie bakteryjnym, bazujac na
doniesieniach literaturowych, w ktorych stwierdzono, ze E2 pozbawione N-glikanow
zachowuje zdolno$¢ do oddziatywania z CD81 (Yurkova et al., 2004). Zanotowano
jednakze, iz uzyskane bialtka tylko w niewielkim stopniu wigzaty si¢ z receptorem na
powierzchni limfocytow B. Przyczyn takiej obserwacji mozna upatrywaé po pierwsze
w zastosowanej metodyce. W odréznieniu od innych badaczy, ktorzy postuzyli sig
rozpuszczalnym, rekombinowanym biatkiem fuzyjnym GST-CD81 (Yurkova et al.,
2004), w tej pracy wykorzystano limfocyty B. Oddziatywanie monitorowano stosujac
sprawdzona wczesniej metode, bazujaca na cytometrii przeptywowej (Rosa et al.,
1996). Mozna zatem przypuszczac, ze biatko E2 uzyskane w systemie prokariotycznym,
chociaz wiaze rozpuszczalng posta¢ CD81, to jednak nie oddziatuje wydajnie
z biatkiem ulokowanym w blonie. Ponadto istotna rolg w procesie wiazania CD81 oraz
wnikania do komorek gospodarza petnia reszty oligosacharydowe (Falkowska et al.,
2007). Stwierdzono, ze usunig¢cie N- i O-glikanéw z okreslonych pozycji E2 obniza
jego powinowactwo do CD81. Z drugiej strony jednak wskazano takze szereg miejsc,
w ktorych brak glikandw pozostaje bez wplywu na to oddzialywanie lub nawet
zwigksza powinowactwo E2 do receptora (Falkowska et al., 2007). Biorac pod uwage
dane literaturowe mozna takze sadzi¢, ze prawdopodobnie jedynie pewna pula
czasteczek biatka uzyskanego w systemie prokariotycznym przyjmuje konformacje
wiasciwa dla wiazania z CD81. Stwierdzono bowiem, ze biatka E2 uzyskane w r6znych
uktadach eukariotycznych (drozdze, komorki owadzie, linie CHO i HeLa) wykazuja
zroznicowane powinowactwo do CD81 (Rosa et al., 1996), co mozna ttumaczy¢
odmiennym faldowaniem biatka w tych systemach.

Analizujac wstgpne dane, dotyczace oddziatywania dwoch badanych wariantow
E2 z receptorem na powierzchni limfocytéw B stwierdzono, ze wariant E2-NR wiazat
si¢ nieco efektywniej anizeli E2-SR. Obserwacja ta stanowi przestanke $wiadczaca, ze
zidentyfikowane rdéznice w skladzie aminokwasowym moga przektada¢ si¢ na
wlasciwo$ci wariantow, determinujace ich oddziatywanie z receptorem CD81. Wyniki
te zachgcaja do kontynuowania badan w tym wiasnie kierunku. Z pewnoscia warto

byloby w najblizszej przysztosci powtdrzy¢ przeprowadzone doswiadczenie, tym razem
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jednak stosujac biatko otrzymane w komorkach ssaczych. Podjgto juz pierwsze kroki
w tym kierunku, konstruujac odpowiednie wektory ekspresyjne niosace oba warianty

genu E2.
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VI Whnioski

l.

W wyniku przeprowadzonych badan scharakteryzowano struktur¢ populacji
wirusowych, obecnych u pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu C.
Prezentowana analiza jest najprawdopodobniej pierwszym opisem struktury
quasi-gatunkéow HCV-la u ponad 20 dzieci poddanych terapii skojarzonej
interferonem i rybawiryna, badz pegylowanym interferonem i rybawiryna.
Analizujac strukture populacji przed leczeniem, stwierdzono istnienie dwdch
odmiennych typoéw quasi-gatunku HCV. Pierwszy z nich charakteryzowat si¢
wystgpowaniem wyraznego dominanta, otoczonego ograniczona liczba
wariantow towarzyszacych. Poziom zrdznicowania takiej populacji byt
niewielki, a warianty laczyly S$ciste relacje filogenetyczne. Ten typ
quasi-gatunku zdecydowanie przewazat u pacjentow, ktorzy nie odpowiedzieli
na leczenie (NR). Drugi typ populacji HCV charakteryzowat si¢ obecno$cia
wigkszej liczby zroznicowanych wariantow o odleglejszych zwiazkach
filogenetycznych. Wystgpowat on gtownie u dzieci z pozytywna odpowiedzia na
terapi¢ (SR). Otrzymane wyniki wskazuja, Ze istnieje zwiazek pomigdzy
struktura quasi-gatunku HCV u dzieci a rezultatem terapii.

Stwierdzono, ze bardzo podobne lub identyczne (na poziomie sekwencji
aminokwasowych, lecz nie nukleotydowych) warianty rejonu HVRI1 moga
wystgpowaé w kilku niezaleznych epidemiologicznie quasi-gatunkach HCV,
obecnych u pacjentéw NR.

Wykazano, ze dobor rejonu genomu ma kluczowy wptyw na wyniki analizy
struktury populacji HCV. W przeciwienstwie do odcinka HVR1, w przypadku
rejonu IFN-R nie zaobserwowano roznic pomigdzy struktura quasi-gatunkow,
pochodzacych od pacjentéw o odmiennej odpowiedzi na terapig.

Wyniki badan przeprowadzonych w warunkach stabego ci$nienia selekcyjnego
in vivo sugeruja, ze struktura RNA nie wplywa w znaczacy sposob na
polimorfizm HVRI1.

Podstawowym czynnikiem ksztaltujacym struktur¢ populacji HCV jest presja
selekcyjna, ukierunkowana na optymalizacje oddzialywan biatek wirusa
z biatkami gospodarza. Jednoczesnie presja ta dziata w kierunku zachowania

istotnych wlasciwosci strukturalno-funkcjonalnych biatek wirusowych.
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7.

10.

11.

Charakter presji selekcyjnej w populacjach HCV obecnych u pacjentow
o odmiennej odpowiedzi na terapig jest rozny. U osoéb NR przewaza selekcja
negatywna, ukierunkowana na zachowanie istniejacych wtasciwosci wariantéw
wirusowych. Mozna zatem sadzi¢, ze warianty te osiagnety optymalny w danych
warunkach poziom przystosowania. U os6b SR dominuje selekcja pozytywna,
faworyzujaca wprowadzanie mutacji niesynonimicznych i tworzenie nowych
wariantow. Prawdopodobnie odzwierciedla to sytuacje gwaltownej ewolucji
wirusa w kierunku wytworzenia lepiej przystosowanych wariantoéw. Kluczowym
czynnikiem determinujacym poziom zmienno$ci populacji HCV w obrgbie
badanego rejonu sa zatem specyficzne wlasciwosci biatka E2.

Opracowano metodg klonowania i ekspresji genu E2 w komorkach bakteryjnych
oraz w tytoniu. Najprawdopodobniej po raz pierwszy uzyskano ekspresj¢ E2
w ro§linie. Stwierdzono, ze powstajace biatko nie ulega w tytoniu
N-glikozylacji.

Bialko E2 HCV wykazuje podobiefistwo do domeny zmiennej ludzkich
immunoglobulin. Stopien tego podobiefistwa jest jednak wyraznie uzalezniony
od sekwencji aminokwasowej wariantu E2. Wyzsze podobienstwo do
immunoglobulin zaobserwowano dla wariantu E2, reprezentujacego populacje
obecne u pacjentoéw SR. Podobienstwo do ludzkich immunoglobulin nie jest
zatem mechanizmem umozliwiajacym utrzymywanie zachowawczego wariantu
E2-NR w quasi-gatunkach wystepujacych u pacjentéw NR.

W surowicach pacjentéw, bez wzgledu na rodzaj ich odpowiedzi na terapig,
zidentyfikowano przeciwciala skierowane przeciwko obu badanym wariantom
E2. Wysoki stopien zachowawczo$ci wariantow w populacjach NR nie wynika
zatem z zaburzen w humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Przeciwciata
powstajace w organizmach pacjentow posiadaja zdolno$¢ do rozpoznania
heterologicznych wariantéw E2, niezidentyfikowanych u danego pacjenta.
Sugeruje to, ze sa one specyficzne wobec konserwatywnych epitopow E2.
Unikanie odpowiedzi immunologicznej najprawdopodobniej nie jest tez gldowna
przyczyna utrzymywania zachowawczego wariantu E2-NR w populacjach,
wystepujacych u pacjentow NR.

Biatko E2 otrzymane metoda ekspresji w komorkach bakteryjnych w niewielkim
stopniu wigze si¢ z receptorem CD81 ulokowanym na powierzchni

limfocytow B. Wstepne analizy wskazuja, ze badane warianty E2 moga
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przejawia¢ rozne powinowactwo do tego receptora. Niezbg¢dne sa dalsze badania
aby ustali¢, czy zachowawczy wariant E2-NR jest utrzymywany
w quasi-gatunkach obecnych u 0s6b NR, poniewaz charakteryzuje si¢ wyzszym
powinowactwem do CD81 i przez to jest bardziej infekcyjny lub indukuje

hiperzmienno$¢ przeciwciat.
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