
1. Wstęp

Ponad 20 lat od odkrycia wirusa zapalenia wątroby 
typu C (HCV), ważnego czynnika etiologicznego 
marskości wątroby oraz pierwotnego raka wątroby 
(HCC), wiele aspektów związanych z patogenezą zaka-
żenia oraz ograniczoną skutecznością leczenia wciąż 
wymaga wyjaś nienia. Aktualne schematy terapii są sku-
teczne średnio u ok. 50% zakażonych, ponadto istnieje 
prawdo podobieństwo reaktywacji zakażenia w później-
szym okresie po zakończeniu leczenia. Zasadniczym 
celem pracy było przedstawienie danych dotyczących 
zmienności HCV jako możliwej przyczyny nieskutecz-
noś ci leczenia przewlekłego zapalenia wątroby typu C. 
Uwzględniono jednak również inne czynniki progno-
styczne skuteczności leczenia, przede wszystkim poli-
morfizm genu kodującego IL-28.

2. Zmienność wirusa zapalenia wątroby typu C

HCV zaliczany jest do rodziny Flaviviridae. Genom 
wirusa składa się z pojedynczej, dodatnio spolaryzo-
wanej nici RNA o długości ok. 9 600 nukleotydów 

zawierającej regiony niekodujące na końcach 5’ i 3’ oraz 
region kodujący białka strukturalne i niestrukturalne. 
Białka tworzące wirion (strukturalne) to białka otoczki 
(E1, E2) oraz białko rdzenia (C), natomiast białka nie-
strukturalne (NS) biorą udział w namnażaniu wirusa 
w organizmie gospodarza. Białko NS5b pełni funkcję 
RNA-zależnej polimerazy RNA – enzymu replikują-
cego wirusowy materiał genetyczny, pozbawionego 
aktyw ności „naprawczej” 3’-5’ egzonukleazy. Częs- 
tość pojawiania się mutacji w genomie HCV wynosi 
10–4–10–5  substytucji/zasadę [64]. Biorąc pod uwagę 
średnią produkcję kopii wirusa w fazie przewlekłej 
zakażenia (ok. 1012 kopii/doba) oraz wielkość genomu 
HCV (ok. 104 nukleotydów), można szacować, że liczba 
nowych mutacji w  populacji wirusa u pacjenta wy- 
nosi ok. 109–1012 na dobę [24, 64]. Wysoki potencjał 
mutacyjny polimerazy RNA HCV jest powodem wystę-
powania wirusa w organizmie jako heterogennej gene-
tycznie populacji [46]. 

Innym mechanizmem zmienności jest rekombinacja, 
zarówno homologiczna, jak i niehomologiczna. Dodat-
kowo, rekombinacja może być zależna od replikacji 
(rekombinacja replikacyjna) lub zachodzić niezależnie od 
tego procesu. Udowodniono występowanie rekombinacji 
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HCV u pacjentów cierpiących na hemofilię, jak również 
u narkomanów zakażonych HCV, u których dochodzi do 
nadkażeń innymi genotypami [42, 60]. Średnio rekom-
binacja obserwowana jest u około 18% zakażonych [78]. 

Na podstawie analizy filogenetycznej regionu NS5 
lub 5’UTR HCV podzielono na 6 głównych genotypów, 
mogących różnić się między sobą nawet 35% sekwencji. 
W każdym genotypie wyodrębniono subtypy (różnice 
genetyczne mogą wynosić do 25%), a subtypie – izolaty 
(10–15% zmienności). Poszczególne warianty wirusa 
określa się mianem quasispecies lub pseudotypów (do 
5% zmienności); [64]. Pseudotypy HCV zostały odkryte 
w 1992 r. i wkrótce okazało się, że są swoistą cechą HCV, 
niezależną od rodzaju zakażenia (ostre czy przewlekłe), 
rodzaju tkanki (surowica, komórki PBMC czy tkanka 
wątrobowa), itp. [55].

Zmienność genetyczna HCV ma duże znaczenie 
w pa togenezie zakażenia. Każda mutacja jest szansą na 
nabycie zdolności przetrwania wirusa w warunkach presji 
środowiska. W następstwie, selekcjonowane są warianty 
unikające odpowiedzi immunologicznej (tzw. immune 
escape mutants), warianty lekooporne lub warianty o zmo- 
dyfikowanej zjadliwości. Z drugiej strony, mutacje wa- 
runkujące lekooporność czy też unikanie odpowiedzi 
immunologicznej mogą równocześnie obniżyć poziom 
replikacji, zjadliwość lub zakaźność wirusa [19, 44].

3. Zastosowanie interferonu alfa (IFN-α)
 i rybawiryny w leczeniu przewlekłego
 wirusowego zapalenia wątroby typu C (pwzw C)

3.1. Interferon alfa w leczeniu pwzw C

Interferon alfa (IFN-α) jest cytokiną immunomo-
dulującą, wydzielaną przez komórki w odpowiedzi na 
zakażenia wirusowe. Produkcja IFN-α jest zależna od 
obecności w środowisku produktów charakterystycz-
nych dla cząstek wirusów, takich jak np. dwuniciowy 
oraz jednoniciowy RNA, które łączą się z receptorami 
(głównie z grupy TLR – Toll-like receptor). W następ-
stwie dochodzi do aktywacji transkrypcji genów dla 
IFN-α, jego syntezy i sekrecji. Wydzielony IFN łączy 
się z receptorami powierzchniowymi (Typ I receptora 
dla IFN-α, IFNβ, IFNε, IFNκ oraz IFNω) komórki 
zakażonej oraz sąsiadujących komórek, prowadząc do 
ekspresji wielu genów efektorowych (ISG, interferon-sti-
mulated genes), których produkty mają działanie prze-
ciwwirusowe [23]. Działanie przeciwwirusowe IFN-α 
polega m. in. na: aktywacji 2’-5’ syntetazy oligoadeny-
lowej (2’-5’OAS), białek Mx oraz RNA-zależnej kinazy 
białkowej R (PKR, protein kinase R) powodujących 
zahamowanie replikacji patogenu, oraz immunomo-
dulacji (ekspresji cząsteczek MHC kl. I na powierzchni 
komórek, aktywacji makrofagów, komórek NK oraz 

cytotoksycznych limfocytów T) służącej wzmocnieniu 
odpowiedzi przeciwwirusowej [68].

3.2. Rybawiryna w leczeniu pwzw C 

Rybawiryna jest syntetycznym analogiem guanozyny 
stosowanym początkowo w leczeniu zakażeń syncytial-
nym wirusem oddechowym (RSV) u dzieci. Wkrótce 
po odkryciu HCV związek ten został wykorzystany 
w  monoterapii do leczenia pwzw C, jednak bez zna-
czącego wpływu na poziom wiremii [18]. Rybawiryna 
hamuje działanie polimeraz wirusowych w warunkach 
in vitro, jednakże mechanizmy dotyczące jej działania 
in vivo są nadal słabo poznane. Sugeruje się, że zwią-
zek ten może działać jak mutagen, zwiększając poziom 
wprowadzania mutacji przez RNA-zależną polimerazę 
RNA, co skutkuje wytworzeniem defektywnych wa- 
riantów wirusa, o obniżonych zdolnościach zakaźnych 
oraz replikacyjnych [15]. 

Terapia skojarzona IFN-α oraz rybawiryną znacz-
nie zwiększyła skuteczność leczenia pwzw C (śred-
nio 35–40%) w porównaniu do IFN-α w monoterapii 
(16–20%), jak również zmniejszyła ryzyko nawrotu 
replikacji wirusa po leczeniu [10, 67]. Zastosowanie 
pegylowanego interferonu alfa (PEG-IFN-α), posiadają-
cego lepsze parametry farmakokinetyczne [31] skojarzo-
nego z rybawiryną pozwala osiągnąć efekt terapeutyczny 
u ok. 54–56% pacjentów [26, 53]. 

Parametrem wyznaczającym skuteczność terapii prze  - 
wlekłego zapalenia wątroby typu C jest trwała odpo-
wiedź wirusologiczna SVR (sustained virological res-
ponse), definiowana jako brak obecności HCV RNA 
we krwi pacjenta 6 miesięcy po zakończeniu leczenia 
przy użyciu testu molekularnego o czułości < 100 kopii 
wirusa/ml. Osiągnięcie SVR oznacza eliminację zakaże-
nia oraz rokuje poprawę obrazu histologicznego wątroby 
[57]. Pacjenci nie odpowiadający na leczenie w pierw-
szej próbie mają mniejszą szansę na osiągnięcie SVR 
po kolejnym cyklu leczenia [76]. Problem osób „nie-
odpowiadających” jest obecnie jednym z ważniejszych 
wyzwań terapii pwzw C.

Ze względu na fakt, że SVR jest stosunkowo późnym 
parametrem skuteczności wdrożonej terapii, opraco-
wano markery, które pozwoliłyby na wcześniejsze roko-
wanie co do wyniku leczenia. Udowodniono, że poziom 
wiremii w pierwszych tygodniach leczenia jest dobrym 
prognostykiem SVR. RVR (rapid virological response) 
jest określany brakiem materiału genetycznego wirusa 
we krwi pacjenta w 4 tygodniu od rozpoczęcia lecze-
nia. RVR jest silnym prognostykiem SVR, o ile leczenie 
nie zostanie przedwcześnie przerwane [27, 52]. EVR 
(early virological response) jest definiowany jako brak 
wiremii bądź spadek wiremii o wartość co najmniej 
2 log

10 
w 12 tygodniu leczenia. Wykazano, że u pacjen-

tów zakażonych genotypem 1 leczonych PEG-IFN-α 
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oraz rybawiryną nie spełniających kryteriów EVR, 
trwała odpowiedź przeciwwirusowa nie zostanie osią-
gnięta u 98% tej grupy [16]. Podjęcie decyzji o przerwa-
niu leczenia w 12 tygodniu pozwala na oszczędności 
oraz uniknięcie obciążającego skutkami ubocznymi 
nieskutecznego leczenia.

4. Czynniki wpływające na skuteczność leczenia

Za brak skuteczności leczenia odpowiedzialne są 
m.in. czynniki osobnicze oraz czynniki wirusowe.

4.1. Czynniki osobnicze

Zaawansowany wiek, płeć męska, rasa mają wpływ 
na skuteczność leczenia pwzw C. I tak, wykazano że 
przedstawiciele rasy kaukaskiej lub azjatyckiej lepiej 
odpowiadają na leczenie, aniżeli osoby pochodzenia 
afrykańskiego lub latynoskiego [50]. Nadmierna masa 
ciała może obniżyć efekt leczenia poprzez zmniejszenie 
stężenia leku w organizmie oraz jego dostępności dla 
receptorów [43]. Gorszy efekt leczenia uzyskano również 
u chorych nadużywających alkoholu, osób insulinoopor- 
 nych, narkomanów oraz niestosujących się do zaleca nego 
schematu leczenia [17, 77]. Również zaawansowane 
postaci choroby wątroby, takie jak znaczne zwłóknie-
nie lub marskość oraz tzw. pozawątrobowe manifesta-
cje zakażenia, takie jak krioglobulinemia mieszana lub 
błoniasto-rozplemowe zapalenie kłębuszków nerkowych 
wiążą się z niższą skutecznością leczenia [6, 49].

Sekwencjonowanie ludzkiego genomu, wraz z bada-
niem jego funkcji, stworzyły nowe możliwości dla okreś- 
lania czynników skuteczności leczenia. Badania mające 
na celu identyfikację wariantów genetycznych, wiążących 
się z czynnikami ryzyka dla wielu chorób (GWAS, genome- 
-wide association study) zyskują coraz większą popular-
ność. Polegają one na poszukiwaniu alleli w genomie, 
które wykazują jednonukleotydowy polimorfizm (single 
nucleotide polymorphism, SNP) a  efekt fenotypowy 
tego polimorfizmu statystycznie różni się w grupie kon-
trolnej i grupie badanej. Podjęto próby wykorzystania 
tego narzędzia w określeniu czynników osobniczych 
związanych ze skutecznością leczenia zakażeń HCV. 

Wyniki tych badań dowiodły, że czynniki nawet 
w obrębie tej samej populacji mogą wystąpić polimorfiz - 
my w genach efektorowych dla IFN (np. ADAR, CASP5, 
ISCBP1, IFI44, PIK3CG oraz TAP2), powodujące zna- 
czne różnice w poziomie odpowiedzi na IFN [47]. Rów-
nież poziom ekspresji ISG (interferon-stimulated genes) 
ma znaczenie w odpowiedzi na leczenie pwzw C. Osoby 
zakażone przewlekle wykazują wysoki poziom ISG 
w komórkach jednojądrzastych krwi obwodowej [38]. 
Podobnie, pacjenci zidentyfikowani jako nieodpowiada-
jący na leczenie PEG-IFN oraz rybawiryną wykazywali 

wyższy poziom ekspresji ISG w wątrobie przed jego roz-
poczęciem, niż odpowiadający na leczenie. Wykazano 
również, że SVR może być prognozowany na podsta-
wie stopnia ekspresji genu czynnika transkrypcyjnego 
STAT6 w komórkach jedno jądrzastych krwi obwodowej 
wyizolowanych przed leczeniem lub nawet 24 godziny 
od jego rozpoczęcia [88]. Dane te wskazują, że osoby 
niewrażliwe na leczenie mogą wykazywać zaburzoną 
odpowiedź na endogenny oraz podawany w  trakcie 
leczenia IFN-α [13]. 

W genie kodującym IFN także dowiedziono ist-
nienia polimorfizmów, których występowanie badano 
w  kontekście odpowiedzi na leczenie. Wykazano, że 
mutacja punktowa 764C > G, występująca w pobliżu 
genu kodującego IFN-γ była istotnie związana z SVR. 
Analiza dowiodła, że substytucja ta determinuje wyższą 
siłę wiązania czynnika transkrypcyjnego HSF1 do genu 
kodującego IFN-γ [37]. 

Interferony λ-1, 2 oraz 3 (znane również jako IL-29, 
IL-28A oraz IL-28B) są stosunkowo niedawno odkrytą 
grupą cytokin o działaniu przeciwwirusowym i cechach 
podobnych do interferonów typu I (m.in. IFN-α i IFN-β), 
aczkolwiek o niższej aktywności in vitro [79]. Udowod-
niono znaczenie interferonów λ w kontroli zakażeń 
wirusowych, włączając zakażenia HIV, HBV oraz HCV 
[36, 54]. Wstępne badania kliniczne potwierdziły ich 
skuteczność w eliminacji zakażenia HCV przy niskiej 
toksyczności leku [62].

W 2009 roku, kilka niezależnych grup badawczych 
doniosło o występowaniu jednonukleotydowych poli-
morfizmów w pobliżu genu kodującego IL-28B (IFN-λ3) 
w chromosomie 19, które korelowały z efektem leczenia 
PEG-IFN-α oraz rybawiryną [30, 81, 82, 85]. Pacjenci 
włączeni do badania byli przedstawicielami różnych 
grup etnicznych (Europejczycy, Afro-Amerykanie, 
Australijczycy oraz Japończycy), zakażeni genotypem 1. 
Co najmniej 3 loci determinujące efekt leczenia zostały 
zidentyfikowane. Były to pozycje rs12979860, rs8099917 
oraz rs12980275, których genotypy C/C, T/T oraz A/A 
odpowiednio, były związane z dużym prawdopodobień-
stwem eliminacji wirusa w trakcie leczenia [81, 82, 85]. 
Występowanie określonych rodzajów polimorfizmów 
w tych pozycjach u różnych populacji etnicznych może 
tłumaczyć obserwowaną u nich różną efektywność 
leczenia. Choć wszystkie zidentyfikowane warianty ge- 
netyczne w tych badaniach znajdują się w pobliżu lub 
obrębie genu IL-28B, żaden z nich nie był bezpośrednio 
związany z jego funkcją [5].

Po odkryciu znaczenia polimorfizmu genu IL-28B 
w odpowiedzi na leczenie przeciwwirusowe dla genoty - 
pu 1, pojawiły się badania dotyczące innych genoty pów, 
w szczególności 2 oraz 3 [40, 59, 75]. Badano w nich zna-
czenie polimorfizmów pozycji rs12979860, rs8099917 
oraz rs12980275 w osiąganiu SVR Wykazano, że ge- 
notyp C/C w pozycji rs12979860 wiąże się z wysokim 
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prawdopodobieństwem uzyskania SVR (84,7%) u pacjen- 
tów zakażonych genotypem 2 lub 3 leczonych PEG-IFN-α 
i rybawiryną, podczas gdy dla polimorfizmów pozycji 
rs8099917 oraz rs12980275 nie wykazano żadnej korela-
cji [75]. Inne badanie wykazało związek między polimor-
fizmem rs8099917 a SVR u zakażonych genotypem 2b 
(ale nie 2a) leczonych PEG IFN oraz rybawiryną [40].

Powyższe dane wskazują, że zmienność genetyczna 
genu IL-28B jest jak dotychczas najsilniejszym ziden-
tyfikowanym czynnikiem determinującym kontrolę 
zakażenia HCV [71]. Prawdopodobnym jest, że zosta- 
nie on wykorzystany w praktyce klinicznej w celu in- 
dywidualizacji leczenia. Na przykład, osoby zakażone 
genotypem 1 niosące allel ryzyka nieskutecznego lecze-
nia będą miały bardzo małą szansę na uzyskanie odpo-
wiedzi wirusologicznej po terapii standardowej, stąd 
powinny w pierwszej kolejności mieć dostęp do nowych 
strategii leczenia.

   
4.2. Czynniki wirusowe

Ważną rolę w kształtowaniu się odpowiedzi na lecze-
nie przypisuje się czynnikom wirusowym. I tak, geno-
typ HCV jest silnym niezależnym czynnikiem prognos-
tycznym skuteczności leczenia, zarówno prowadzonego 
w monoterapii, jak i w skojarzeniu z rybawiryną. Wyka-
zano, że zakażenie genotypem 1 lub 4 wiąże się z gor-
szą skutecznością terapii, aniżeli zakażenie genotypem 
2 i 3 [51, 56]. Dlatego też genotyp HCV jest głównym 
parametrem branym pod uwagę przy ustalaniu czasu 
trwania leczenia. Standardowo, w przypadku zakażenia 
genotypem 1 lub 4 leczenie trwa 48 tygodni. W przy-
padku zakażenia genotypem 2 lub 3–24 tygodnie. 

Udowodniono, że niektóre regiony genomu HCV 
mogą determinować wrażliwość wirusa na IFN. Region 
HVR1 HCV (hypervariable region 1) jest zlokalizowany 
na końcu 5’ genu kodującego białko otoczki E2. Białko 
E2 zawiera antygeny dla przeciwciał neutralizujących, 
jak również dla cytotoksycznych limfocytów T (CTL); 
[12, 32, 39]. Wysoka zmienność genetyczna HVR1 
wpływa na dużą zmienność antygenową wirusa, co 
sprzyja unikaniu odpowiedzi immunologicznej gospo-
darza a tym samym przetrwaniu wirusa oraz niewraż-
liwości na leczenie [19]. U dużego odsetka pacjentów, 
którzy nie osiągnęli SVR, zastosowanie leków oraz ich 
odstawienie powodowało zmiany jakościowe w kompo-
zycji quasispecies w obrębie HVR1 [69, 80]. 

Region PePHD (PKR/eIF2α phosphorylation ho- 
mology domain) jest również zlokalizowany w obrębie 
białka E2. Zawiera sekwencję homologiczną do sekwen- 
cji omeny fosforylacji czynnika translacyjnego eIF-2α 
PKR [45]. Wykazano, że przyłączanie PePHD do PKR 
hamuje jej aktywność fosforylacyjną in vitro, a w efekcie 
powoduje niewrażliwość na IFN-α. Zjawisko to dotyczy 

jednak tylko subtypów 1a i 1b wirusa, prawdopodobnie 
z powodu największej homologii sekwencji amino- 
kwasowej PePHD u tych subtypów do sekwencji do- 
meny wiążącej eIF-2α białka PKR. Uważa się, że zdol-
ność hamowania aktywności PKR przez genotyp 1 
HCV przyczynia się do jego wysokiej lekooporności 
[84]. Mimo znaczenia PePHD w unikaniu odpowiedzi 
przeciwwirusowej, związek między zmiennością sekwen- 
cji kodującej PePHD a opornością na leczenie w przy-
padku badanych genotypów (1, 2 i 3) HCV pozostaje 
niejasny [29, 33].

W pobliżu karboksylowego końca białka NS5a znaj-
duje się region złożony z 40 aminokwasów uznawany za 
region determinujący wrażliwość HCV na IFN-α (ISDR, 
interferon sensitivity determining region). W  bada-
niu grupy japońskiej mutacje w obrębie ISDR korelo-
wały z wynikiem leczenia dla genotypu 1b. Wykrycie 
co najmniej 4 mutacji w obrębie ISDR w porównaniu 
z sekwencją referencyjną HCV wiązało się ze skutecz-
nym leczeniem [20, 65]. Analogiczną zależność wykryto 
dla genotypów 2a, ale nie 2b i 3a [8, 63]. Molekularną 
rolę NS5a odkrył G a l e  i wsp. Białko to pełni funk-
cję inhibitora PKR inaktywując enzym in vitro a tym 
samym hamując działanie IFN-α. Co więcej, hamowanie 
aktywności PKR można znieść poprzez wprowadzenie 
mutacji w obrębie ISDR [28]. Są również badania dowo- 
dzące, że NS5a może indukować syntezę prozapalnej 
IL-8, działającej antagonistycznie do IFN-α [70]. U pa- 
cjentów zakażonych przewlekle wykazano wyższe stężenie 
tej chemokiny w surowicy, niż u zdrowych kontroli [70]. 
Podobnie, wyższy poziom IL-8 w surowicy był notowany 
u pacjentów nieodpowiadających na leczenie zakażo-
nych genotypem 1, niż u pacjentów wyleczonych [58]. 

Najnowsze badania wskazują, że białko NS5a może 
inaktywować 2’-5’OAS. W efekcie, 2’-5’OAS nie może po- 
średniczyć w trawieniu wirusowego RNA przez RNazę L, 
co wpływa na kontynuację translacji białek (również 
wirusowych) w komórce. Różnice w częstości wystę-
powania dwunukleotydów UU oraz UA (rozpoznawa-
nych przez RNazę L jako miejsca cięcia) między genoty- 
pami 1 a 2 i 3 HCV mogą tłumaczyć ich różną wrażliwość 
na IFN-α [34].

Niedawno, w obrębie genu NS5a zidentyfikowano 
region V3 (variable region 3), wykazujący znaczną zmien- 
ność mutacyjną [11]. Poziom zmienności tego regionu 
u subtypów 1a/1b miał wpływ na skuteczność leczenia 
IFN-α (szczepy oporne przed leczeniem wykazywały 
niską a wrażliwe – wysoką zmienność); [87].

NS3/4a jest wirusowym białkiem niestrukturalnym 
posiadającym aktywność proteazy. F o y  i wsp. wyka-
zali, że NS3/4a interferuje ze szlakiem aktywacji syntezy 
IFN in vitro blokując IRF-3, kluczowy czynnik trans-
krypcyjny regulujący ekspresję IFN. Aktywność IRF-3 
była przywrócona poprzez dodatek inhibitora pro- 
teazy serynowej wskazując, że wirusowa proteaza trawi 
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aktywne domeny IRF-3 [25]. Analiza sekwencji IRF-3 
dla subtypu 1a w kontekście skuteczności leczenia nie 
wykazała korelacji [74].

Przedstawione obserwacje mogą wskazywać na zna-
czenie polimorfizmu regionów HVR1 E2 oraz NS5a we 
wrażliwości na IFN-α a zatem skuteczności leczenia. 
Poziom zmienności innych badanych regionów wiru-
sowych (5’UTR, HVR2, gen kodujący białko rdzenia C) 
nie był związany ze skutecznością leczenia [4, 35].

Choć udowodniono, że liczne czynniki (osobnicze 
i wirusowe) są odpowiedzialne za skuteczność leczenia 
u chorych zakażonych genotypem 1, ich wpływ najczęś-
ciej nie był oceniany u chorych zakażonych innymi 
genotypami. Niewiele wiadomo na temat mechanizmów 
odpowiadających za wysoką lekowrażliwość genoty-
pów 2 i 3, głównie ze względu na ich szybką eliminację 
w trakcie leczenia. Niemniej jednak, wykazano istnienie 
lekoopornych wariantów genotypu 2a [3]. 

Uważa się, że populacja HCV przed leczeniem 
zawiera lekooporne warianty genetyczne, które następ-
nie ulegają selekcji w warunkach presji narzuconej przez 
leczenie. Przemawiają za tym następujące obserwacje:

1) w pierwszych godzinach od zastosowania leków 
dokonuje się gwałtowny spadek poziomu replika-
cji HCV [89].

2) terapia interferonem jest w dużej mierze terapią 
immunomodulującą potęgującą odpowiedź prze-
ciwwirusową, która wywiera presję selekcyjną 
na niektóre regiony genomu wirusa, białka oraz 
epitopy. Oznacza to, że wirus prawdopodobnie 
unika odpowiedzi immunologicznej stymulowa-
nej przez interferon.

3) u leczonych, u których nie zanotowano trwałej 
odpowiedzi wirusologicznej, genom wirusa zawie- 
rał liczne mutacje, szczególnie w regionach deter-
minujących wrażliwość na leczenie [66]. 

5. Znaczenie kliniczne analizy regionu E2 HVR1 HCV

Ze względu na negatywny wynik leczenia u ok. 50% 
pacjentów, podjęto próby określenia bardzo wczesnych 
czynników prognostycznych efektywności leczenia 
przeciwwirusowego, pozwalających wytypować osoby 
z największym ryzykiem nieskutecznej terapii. Mogą to 
być czynniki o charakterze osobniczym (np. wrażliwość 
na IFN-α) lub wirusowym (np. genotyp, poziom wi - 
remii, zjawisko quasispecies).

Identyfikacja wczesnego markera z wysokim prawdo- 
podobieństwem przewidującego SVR miałoby dużą 
wartość kliniczną. Dysponowanie takim narzędziem 
umożliwiłoby uniknięcie skutków ubocznych oraz kosz-
tów leczenia u pacjentów, którzy na nie nie odpowiedzą 
oraz dodatkowo motywowałoby pacjentów z pozytywną 
prognozą do ukończenia leczenia.

Postępy w biologii molekularnej umożliwiły dokładną 
analizę quasispecies. Wśród potencjalnych markerów 
prognostycznych dużą uwagę zwraca się na zmienność 
genetyczną regionu HVR1 E2. Uważa się, że analiza 
molekularna tego regionu może mieć zastosowanie 
prognostyczne, ponieważ:

1) region ten jest wysoko zmienny, w dużej mierze 
z powodu tolerancji na substytucje; jego analiza 
pozwala na wykrycie licznych wariantów gene-
tycznych;

2) region ten koduje epitopy dla przeciwciał neutra- 
lizujących oraz dla komórek cytotoksycznych, pod- 
legając silnej presji selekcyjnej układu immuno-
logicznego [14, 32];

3) uważa się, że w czasie zakażenia stymulowana jest 
silna, lecz nieskuteczna odpowiedź humoralna 
skierowana przeciwko epitopom kodowanym przez 
E2, co skutkuje brakiem kontroli wirusa [72].

Jak dotąd, analizę zmienności HVR1 wykorzystano 
w celu rokowania przebiegu zakażenia HCV. Wyka-
zano, że ewolucja genetyczna tego regionu w fazie ostrej 
zakażenia prowadzi zwykle do rozwoju zakażenia prze- 
wlek łego [41, 83]. Zjawisko to jest związane z pojawia-
niem się nowych wariantów wirusa niewrażliwych na 
działanie przeciwciał neutralizujących oraz cytotok-
sycznych limfocytów T [21]. Zgodnie z tą hipotezą, 
stabilność genetyczna quasispecies w regionie HVR1 
zdaje się być warunkiem eliminacji wirusa w fazie ostrej 
[72]. Zaobser wowano również, że duże zróżnicowa- 
nie składu quasispecies było obecne u pacjentów zaka-
żonych przewlekle lecz bezobjawowo, wykazujących 
normalne wartości aktywności AlAT oraz znikome 
uszkodzenie wątroby [9].

6. Zmienność E2 HVR1 a prognozowanie
 skuteczności leczenia

Nieskuteczne leczenie związane jest z pojawianiem 
się zmian w populacji quasispecies [69, 80]. Zmiany te 
mogą mieć charakter ewolucji genetycznej (pojawianie 
się zupełnie nowych wariantów), bądź różnic w zło-
żoności (liczba wariantów genetycznych określonego 
regionu). Wydaje się, że zmiany o charakterze ewolucji 
są konsekwencją niemożności eliminacji wirusa przez 
układ immunologiczny. 

Szczególne znaczenie dla skuteczności leczenia mają 
zmiany mutacyjne występujące w genach wirusa, których 
produkty białkowe determinują wrażliwość na IFN lub 
uczestniczą w unikaniu odpowiedzi immunologicznej 
[23]. Wykazano, że zmiany o charakterze ewolucji w obrę- 
bie sekwencji HVR1 dotyczą ok. 70% pacjentów leczo-
nych IFN-α, zakażonych genotypami 1a, 1b, 2a, 2c, 3a 
oraz 4a [66]. Podobny efekt wywiera terapia skojarzona 
IFN-α oraz rybawiryną [7]. Brak zmian genetycznych 
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w obrębie regionu HVR1 wykazuje populacja wirusa 
u co czwartego pacjenta, co oznacza, że warianty obecne 
u tych chorych przed leczeniem przechodzą selekcję 
pozytywną w czasie leczenia [66]. Pacjenci wykazu-
jący niską złożoność genetyczną regionu HVR1 HCV 
przed rozpoczęciem terapii IFN-α zwykle należą do 
grupy odpowiadających na leczenie [66]. Na tej pod-
stawie można wnioskować, że złożoność populacji HCV 
w regionie HVR1 E2 jest niezależnym prognostykiem 
skuteczności leczenia [66].

Wykazano, że wśród pacjentów leczonych IFN-α 
lub PEG-IFN-α oraz rybawiryną, złożoność popula-
cji wirusa przed leczeniem była niższa u osiągających 
wczesną (12 tygodni od rozpoczęcia leczenia), ale 
nie trwałą odpowiedź wirusologiczną [1, 2]. W pracy 
To r r e s - P u e n t e  i wsp., gdzie analizie poddanych 
zostało 67 pacjentów stwierdzono, że u osób nieodpo wia- 
dających na leczenie różnorodność genetyczna regionu 
HVR1 E2 była wyższa, niż u pacjentów odpowiadają-
cych. Co ciekawe, różnorodność składu aminokwaso-
wego tego regionu nie była jednak znamiennie wyższa 
w grupie pacjentów nieodpowiadających [86]. Analo-
giczną zależność między wysoką złożonością początko-
wego składu quasispecies przed leczeniem a negatyw-
nym wynikiem terapii zaobserwowano u pacjentów po 
wcześ niejszym nieudanym kursie leczenia oraz wykazu-
jących zaawansowane zwłóknienie wątroby [61]. 

W grupie pacjentów zakażonych różnymi genoty-
pami HCV, leczonych IFN-α, wysoka złożoność regionu 
HVR1 nie korelowała z osiągnięciem trwałej odpowie-
dzi wirusologicznej wskazując, że czynniki osobnicze 
a nie wirusowe mają znaczenie dla wyniku leczenia [22]. 
Inne badania nie wykazały żadnej korelacji między zło-
żonością populacji HCV a wynikiem leczenia [48, 73]. 

Nowsze analizy, przeprowadzone na dużej grupie 
pacjentów, potwierdziły korelację między niską złożo-
nością populacji przed i we wczesnej fazie terapii a pozy-
tywnym skutkiem leczenia [52]. Niższa złożoność quasi-
species może świadczyć o skutecznej kontroli wirusa 
przez układ immunologiczny przed i w trakcie leczenia.

Jak można zauważyć, dostępne w literaturze badania 
podają niejednokrotnie sprzeczne wyniki analiz zmien-
ności wariantów molekularnych HCV w kontekście efektu 
leczenia. Rozbieżności te można wytłumaczyć:

1. różną liczbą pacjentów badanych w poszczegól-
nych próbach (często poniżej 10) oraz odmien-
nościami etnicznymi grup badanych;

2. różnicami genotypów HCV w badanych grupach; 
3. zastosowaniem różnych technik badawczych i me- 

tod oceny quasispecies;
4. artefaktami będącymi skutkiem zastosowania poli- 

meraz o niskiej wierności kopiowania materiału 
genetycznego oraz zbyt wysokiej liczby cykli 
amplifikacji, która zwiększa ryzyko powielania 
„fałszywych” mutacji;

5. w przypadku analizy dokonanej za pomocą klo-
nowania oraz sekwencjonowania, wiarygodne 
wyniki można otrzymać tylko wówczas, gdy 
przeanalizowana jest duża liczba klonów pocho-
dzących z populacji wirusa (co najmniej 10, opty-
malnie powyżej 20), co da odzwierciedlenie jej 
rzeczywistego składu [46].

7. Podsumowanie

Wysoka zmienność genetyczna HCV stwarza warunki 
unikania odpowiedzi immunologicznej a w następstwie 
sprzyja rozwojowi przewlekłego zakażenia. Jest także 
odpowiedzialna za występowanie zjawiska lekoopor-
ności, które jest przyczyną nieskutecznego leczenia 
u  znacznego odsetka pacjentów. Jak dotąd, trudności 
w zdefiniowaniu markerów molekularnych nieskutecz-
nej terapii uniemożliwiają opracowanie testów diagnos-
tycznych, które pozwoliłyby na stwierdzenie lekoopor-
ności (tak jak ma to miejsce w przypadku oznaczeń na 
lekooporność HIV). Aktualny stan wiedzy o czynnikach 
wirusowych wpływających na skuteczność leczenia 
(genotyp, wiremia przed leczeniem), pozwalających na 
dobór odpowiedniego schematu terapeutycznego, jest 
niewystarczający. Dlatego badania wyjaśniające związek 
między złożonością populacji quasispecies a efektem 
leczenia jako potencjalnego parametru skuteczności 
terapii są intensywnie prowadzone.
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