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Zusammenfassung

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist ein hepatotropes Einzel-(+)Strang
RNA-Virus, das hdufig zu einer chronischen Leberentziindung
fiihrt und mit dem Risiko der Entwicklung einer Leberzirrhose
und eines Leberzellkarzinoms assoziiert ist. Das HCV kodiert fiir
drei strukturelle (Kapsid, Hiillprotein 1 und 2) und 6 nicht struk-
turelle Proteine (NS2, 3, 4A, 4B, 5A und 5B). Bei der HCV-Infektion
werden Antikorper gegen eine hypervariable Region des Hiillpro-
teins 2 ausgebildet, die vermutlich neutralisierende Eigenschaf-
ten haben. Bei der T-Zellantwort scheint die CD4-positive, von
TH1-Zellen getragene Immunantwort von besonderer Bedeutung
fiir den Verlauf der akuten Infektion und einer antiviralen Thera-
pie zu sein. Die Therapie mit Interferon-alpha wird iiber anti-
virale, antiproliferative und immunmodulatorische Effekte ver-
mittelt. Die antiviralen Wirkungen des Nukleosidanalogons
Ribavirin gegeniiber dem HCV sind noch nicht vollstindig ver-
standen. Das Hiillprotein 2 (E2) sowie das NS5A-Protein scheinen
fiir Therapieresistenzmechanismen des HCV verantwortlich zu
sein. Bei In-vitro-Untersuchungen fand sich eine Hemmung der
Interferon-alpha induzierten Doppelstrang-RNA-abhdngigen Pro-
teinkinase (PKR) durch Bindung an eine spezifische Region des
E2- und NS5A-Proteins. Klinisch sind Mutationen im Bereich des
NS5A-, nicht aber des E2-Proteins mit dem Ansprechen auf eine
antivirale Therapie mit Interferon-alpha und Ribavirin korreliert.
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Abstract

Hepatitis C virus (HCV) is a positive single-strand RNA virus lead-
ing to chronic hepatitis with subsequent development of cirrho-
sis and its sequelae. HCV is coding for 3 structural (core, envelope
1 and 2) and 6 non-structural proteins (NS2, 3, 4A, 4B, 5A and
5B). Antibodies developing against the hypervariable region 1
within envelope 2 protein have neutralising effects. T cell re-
sponse of CD4 positive TH1-cells is important for recovery from
acute HCV infection as well as for response to antiviral therapy.
Treatment of chronic HCV infection with interferon-alpha is
mediated through antiviral, antiproliferative and immunomodu-
latory effects. Antiviral effects of the nucleoside analog ribavirin
are not yet fully understood. Envelope protein 2 (E2) as well as
the NS5A protein seem to be involved in interferon-alpha resis-
tance mechanisms of HCV. Interferon-alpha induced double-
strand RNA dependent proteinkinase (PKR) is inhibited in vitro
due to specific binding of E2 and NS5A protein. Clinically muta-
tions within the NS5A protein but not within the E2 protein are
positively correlated with response to interferon-alpha and riba-
virin combination therapy.
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Genomorganisation des Hepatitis-C-Virus

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist ein Einzelstrang-RNA-Virus mit
positiver Orientierung und gehort zur Familie der Flaviviridae in
der Spezies Hepacivirus [1]. Es besteht aus ca. 9600 Nukleotiden.
Die HCV-RNA kodiert fiir ein grof3es Polyprotein von ca. 3000 Ami-
nosduren in einem einzigen groBen Leserahmen (open reading
frame, ORF). Dieses Polyprotein wird wahrend und nach der Trans-
lation in die einzelnen HCV-Proteine gespalten [2,3]. Am amino-
und karboxyterminalen Ende der HCV-RNA finden sich jeweils ca.
341 bzw. 230 Nukleotide lange, nicht translatierte Uberhinge (5’
und 3’ nicht translatierte Regionen [NTR]). Im Bereich der hoch-
konservierten 341 Nukleotide umfassenden 5’-NTR ist eine inter-
ne Ribosomenbindungsstelle lokalisiert, die ohne zusitzliche
eukaryontische Initiationsfaktoren die Expression des HCV-Poly-
proteins steuert [4]. Die 3’-NTR besteht aus einer wenig konser-
vierten kurzen Region, gefolgt von einem poly-(U-)Trakt und einer
hochkonservierten Region von 98 Nukleotiden [5]. Der grofSe
HCV-Leseraster kodiert von der 5’-NTR des Virus aus gesehen fiir
folgende strukturelle und nicht strukturelle (NS-)Proteine: Kapsid
(core, C), Hiillprotein 1 (envelope, E1), Hiillprotein 2 (E2), p7 und
NS2, 3, 4A, 4B, 5A und 5B [6,7]. Die (+)-RNA des HCV dient direkt
zur Translation des HCV-Polyproteins. Der Aufbau des HCV-Ge-
noms und der entsprechenden HCV-Proteine wird anhand Abb.1
wiedergegeben.

Aufgrund der Ungenauigkeit der RNA-Polymerase kommt es bei
der Replikation des HCV zu zahlreichen Nukleotidmutationen
(ca. 2 x 103 Mutationen pro Nukleotidposition pro Jahr) [8,9].
Dadurch entstehen im Laufe einer chronischen Infektion ver-
schiedene, gleichzeitig in demselben Individuum vorhandene
HCV-Isolate, die sich in ihrer Nukleotidsequenz und gegebenen-
falls auch Aminosduresequenz unterscheiden (Quasispezies)
[10-12].

Ontogenetisch hat die Replikationsungenauigkeit der HCV-RNA-
Polymerase zur Entwicklung von mindestens 6 verschiedenen
HCV-Genotypen gefiihrt [ 13], die mit weiteren phylogenetischen
Analysen noch in Subtypen (a, b, c) eingeteilt werden kénnen
und die zum Teil auch eine typische geografische Verteilung auf-
weisen [14,15].

Strukturelle HCV-Proteine

Aus dem HCV-Polyprotein werden am aminoterminalen Ende das
Kapsid (C-Protein) sowie die Hiillproteine E1 und E2 mit Hilfe von
wirtseigenen Proteasen abgespalten. Das C-Protein ist ein 21 kd
schweres, RNA-bindendes Phosphoprotein, das aus einem 23-kd-
Vorlduferprotein im Zytoplasma prozessiert wird und sowohl im
Zytoplasma im Bereich der Membranen des endoplasmatischen
Retikulums als auch im Zellkern mit einer unterschiedlichen Se-
kundarstruktur lokalisiert wurde. Es wird vermutet, dass aus dem
C-Protein das HCV-Nukleokapsid zusammengesetzt wird [17].
Weiterhin scheint das C-Protein in verschiedene zellulare Prozes-
se einzugreifen, wobei auch onkogene Eigenschaften diskutiert
werden [18].

Kiirzlich wurde von der Synthese eines weiteren HCV-Proteins
berichtet, das durch eine Verschiebung des Leserasters am Ribo-
som bei Kodon 11 des C-Proteins translatiert wird und von den
Erstbeschreibern F-Protein genannt wurde. Antikorper gegen
dieses 17-kd-F-Protein konnten in Seren von Patienten mit chro-
nischer HCV-Infektion nachgewiesen werden. Eine genauere Be-
deutung des F-Proteins ist bislang nicht bekannt [19].

Die beiden Hiillproteine E1 und E2 sind ca. 30-35 und 70 kd
schwere hochgradig glykosylierte Typ-I-Transmembranproteine,
die als Heterodimere sowohl iiber eine Disulfidbriicke als auch in
einer nicht kovalenten Bindung vermutlich HCV-Viruspartikel
ausbilden [6,20,21]. Innerhalb des E2-Proteins findet sich am ami-
noterminalen Ende eine hypervariable Region (HVR1) [22,23], die
bei der Chronifizierung der HCV-Infektion eine Rolle spielen kénn-
te [24,25]. Karboxyterminal befinden sich dagegen sowohl im E1-
als auch im E2-Protein hydrophobe Ankerdomadnen, die fiir die In-
tegration in die Membran des endoplasmatischen Retikulums von
Bedeutung sind [6,26]. Von dem hydrophoben 7 kd schweren Pro-
tein p7, das nicht vollstindig vom E2-Protein abgespalten wird, ist
bislang eine genauere Funktion nicht bekannt. Am karboxytermi-
nalen Ende des p7 beginnen die nicht strukturellen HCV-Proteine.

Abb.1 HCV-Genomorganisation. Die Pfeile

o geben die Schnittstellen des Polyproteins
fotes HCV-Genom (» 9,6 kb) wieder (Aminosdurenzahlung nach dem
L fco
5‘1(1‘-“ -1b- -
k ) strukturell <« nichtstruktureu—>|.1u/uc)j& HCV-1b PI‘OtOtyp HCV J) [16]-
IRES v 3
191 383 746 809 1026 1657 1711 1972 2172
.
C E1 E2 p7 2 3 4A 4B 5A 5B
2‘1/72k3[f?a 30-35kDa 70kDa 7kDa 23kDa 70kDa 8kDa  27kDa 56/58kDa 68kDa
Kapsid Hll- ?  Metallo-/ Serin- NTPase/ NS3-Protease ? Interferon-  RNA-abhingige
F-Protein glykoproteine ZysteinproteaseproteaseHelikase ~ Kofaktor resistenz?  RNA-Polymerase

uabejpunin aydsibojounwiw pun 3ydsiGojolIA *S WIZNIZ ) ulzeles

pbS—LES :€ 200z Jusawajddns aiderayyyong -

Dieses Dokument wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielfaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.



**uabejpunin aydsibojounwiw pun aydsibojolIA °S WIzZNIZ *) ujzeles

pbS— LES € ‘200Z Juawa|ddng sidessyiaydng

Nicht strukturelle HCV-Proteine

Die NS2/3-Bindungsstelle wird durch eine Autoproteinasefunk-
tion gespalten, wahrend die {ibrigen nicht strukturellen Proteine
durch die NS3/4A-Proteinase prozessiert werden [3]. Das hydro-
phobe, ca. 23 kd schwere NS2-Protein scheint als wesentliche
Funktion diese autokatalytische Spaltung an seinem karboxyter-
minalen Ende zu enthalten, die Charakteristika einer Metallo- als
auch einer Zysteinprotease aufweist [27 - 29]. Das 70 kd schwere
NS3-Protein enthdlt im aminoterminalen Drittel eine Serinpro-
tease, die an der autokatalytischen NS3/4A-Spaltung beteiligt ist
und auch fiir die Prozessierung der {ibrigen nicht strukturellen
HCV-Proteine verantwortlich ist. Fiir die NS4A/B-, 4B/5A- sowie
5A/B-Spaltung geht das NS3-Protein einen stabilen Komplex
mit dem NS4A-Protein ein [2,30,31]. Im Bereich der karboxyter-
minalen zwei Drittel des NS3-Proteins ist dagegen eine Nukleo-
sidtriphosphatase (NTPase)/RNA-Helikase-Domdne lokalisiert,
die vermutlich bei der Replikation der HCV-RNA zur Entwindung
von Sekundarstrukturen gebraucht wird [32 -34]. Das lediglich
54 Aminosduren umfassende, 8 kd schwere NS4A-Protein bildet
den funktionell wichtigen Kofaktor der NS3/4A-Proteinase
[2,35]. Daneben ist es an der Phosphorylierung des NS5A-Pro-
teins beteiligt [36,37]. Uber die Bedeutung des hydrophoben, 27
kd schweren NS4B-Proteins ist bislang sehr wenig bekannt. Eine
Interaktion mit der Virusreplikation wird vermutet. Das {iber-
wiegend hydrophile NS5A-Protein existiert nach verschiedenen
Phosphorylierungen als 56 und 58 kd schwere Form [38,39]
und scheint neben moglichen transaktivierenden und weiteren
Funktionen auch eine Interferonresistenz-vermittelnde Wirkung
aufzuweisen, die weiter unten niaher beschrieben wird [40-43].
Das 68 kd schwere, zytoplasmatisch perinukledr lokalisierte
NS5B-Protein weist u.a. mit dem GDD-Motiv hochkonservierte
Sequenzen auf, die fiir eine Funktion als RNA-abhédngige RNA-Po-
lymerase typisch sind. Eine nicht HCV-spezifische RNA-Poly-
meraseaktivitdt sowie eine im Bereich von karboxyterminal ge-
legenen Aminosduren befindliche perinukleire Ankerdomdne
konnten In vitro demonstriert werden [44 -49].

Immunbiologie des HCV

Nach einer akuten Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus kommt es
zundchst zu einer unspezifischen Immunreaktion, die von natiirli-
chen Killerzellen, neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
getragen wird. Parallel kommt es zur Aktivierung einer spezi-
fischen Immunantwort der T- und B-Lymphozyten iiber Antigen-
prasentierende Zellen. Im Rahmen der humoralen Immunantwort
werden Antikorper gegen verschiedene strukturelle und nicht
strukturelle HCV-Proteine gebildet. Eine Kreuzreaktion im Bereich
eines HCV-Kapsidepitops mit einem Wirtsprotein wurde beschrie-
ben und fiihrte zu Vermutungen tiiber eine potenzielle Induktion
einer Autoimmunreaktion als Folge dieser so genannten moleku-
laren Mimikry [50,51]. Antikorper, die gegen ein Epitop im Bereich
der hypervariablen Region (HVR 1) des E2-Hiillproteins ausgebil-
det werden, haben moglicherweise neutralisierende Eigenschaf-
ten, da sie in Untersuchungen mit Schimpansen eine HCV-Infek-
tion verhindern konnten [52]. Die sich relativ rasch dndernden
Sequenzen im Bereich dieser hypervariablen Region des E2-Pro-
teins kdnnten bei der Chronifizierung der HCV-Infektion eine Rolle
spielen [52]. Weiterhin werden Antikdrper auch gegen die nicht
strukturellen HCV-Proteine ausgebildet. Eindeutige Antikorper-

Konstellationen zu bestimmten Phasen der HCV-Infektion, die
zum Beispiel eine frische oder abgelaufene Infektion anzeigen
wiirden, existieren nicht [53,54]. Dagegen konnten bei der T-Zell-
antwort des Wirtes typische Reaktionen nachgewiesen werden,
die bei einer akuten HCV-Infektion mit einer spontanen Aushei-
lung bzw. einer Chronifizierung der Erkrankung einhergingen. So
fand sich bei Patienten mit einer spontanen Elimination des HCV
eine von Antigen prasentierenden Zellen durch HLA-Klasse II ver-
mittelte CD4-positive T-Zellantwort mit {iberwiegender Produk-
tion von Interferon-y und Interleukin-2 (TH1-Zellen), die gegen
das NS3-Protein gerichtet war [55]. Diese gegen NS3 gerichtete
Immunantwort war auch langfristig nach Ablauf der akuten Infek-
tion noch nachweisbar, wahrend bei Patienten mit einem chro-
nischen Verlauf keine oder nur eine schwache T-Zellreaktion ge-
geniiber dem NS3-Protein zu finden war, die eher eine
TH2-gerichtete Zytokinproduktion aufwies [56]. Bei einer chro-
nischen Hepatitis-C-Virusinfektion konnte eine CD4-positive
T-Zellantwort in unterschiedlichem Ausmal¥ gefunden werden,
die gegen verschiedene strukturelle und nicht strukturelle HCV-
Proteine gerichtet war [57,58]. Bei antiviral behandelten Patienten
konnte im Anschluss an eine Interferon-o-Behandlung eine
CD4-positive T-Zellantwort mit einem dauerhaften Ansprechen
auf die Therapie korreliert werden. Eine CD8-positive T-Zellant-
wort, die iiber die Antigenpradsentation durch die auf allen Zellen
vorkommenden HLA-Klasse-I-Molekiile vermittelt wird, wurde
ebenfalls gegen verschiedene strukturelle und nicht strukturelle
HCV-Proteine nachgewiesen, eine Korrelation mit dem Verlauf
der HCV-Infektion fand sich jedoch nicht [59]. Allerdings konnte
eine starke CD8-positive T-Zellantwort mit einer niedrigen Virus-
last korreliert werden. Im Vergleich der Quasispezies des HCV in
der Leber und im peripheren Blut konnten qualitative Unterschie-
de nachgewiesen werden [60]. Da die Proliferation der T-Zellen in
Lymphknoten auferhalb der Leber induziert wird, kdnnten die
spezifischen Rezeptoren zumindest teilweise nicht zu intrahepati-
schen HCV-Epitopen passen und somit zur Chronifizierung der
Infektion beitragen [61,62].

Interferon-alpha

Es existieren mindestens 15 verschiedene Interferon-o-Subtypen
(IFN-a.1-15), die im Wesentlichen von Leukozyten produziert
werden. Bislang wurden mindestens 23 verschiedene Gene fiir
die Kodierung der menschlichen alpha-Interferone gefunden,
die alle auf Chromosom 9 lokalisiert sind [63]. Alpha-Interferone
sind Polypeptide von 165-172 Aminosduren mit einer Homolo-
gie von ca. 70% zwischen den verschiedenen Subtypen. Die Sub-
typen unterscheiden sich {iberwiegend im aminoterminalen
Ende des Proteins, wdhrend die Sequenz in den Aminosduren
115-151 hochkonserviert ist. Die Ausbildung von Disulfidbrii-
cken zwischen den Aminosduren 1/98 und vor allem 29/138 ist
bedeutsam fiir die antivirale Aktivitdt. Die antivirale Effektivitdt
der verschiedenen Subtypen weist teilweise bedeutende Unter-
schiede auf. So wurde fiir Interferon-a:8 die héchste antivirale
Aktivitdt gemessen [64].

Durch Aufreinigung und Anreicherung von natiirlich produzier-
ten Interferonen und durch gentechnische Methoden kénnen Al-
pha-Interferone in ausreichender Menge fiir therapeutische
Zwecke hergestellt werden [65,66]. Drei gentechnisch her-
gestellte Alpha-Interferone sind fiir die Behandlung der chro-
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nischen Virushepatitis zugelassen: Interferon-o2a und -o2b so-
wie ein Alpha-Interferon, das aus den jeweils am hadufigsten ver-
tretenen Aminosduren der verschiedenen bekannten Alpha-In-
terferone synthetisch zusammengesetzt ist. Dieses so genannte
Konsensusinterferon (Interferon-alfacon1) ist zu 89% mit
Interferon-o2b identisch [67]. Weiterhin werden natiirlich vor-
kommende, von Leukozyten und Lymphoblasten produzierte Al-
pha-Interferone in klinischen Studien untersucht [68,69].

Antivirale Effekte von Interferon-alpha

Die antiviralen Wirkungen der Interferone fiihrten zu ihrer Ent-
deckung [70] und sind tatsdchlich ihre wesentliche biologische
Eigenschaft. Die antivirale Wirkung von Interferon tritt inner-
halb kiirzester Zeit auf. Es konnte gezeigt werden, dass Mduse,
die keine Interferonrezeptoren exprimieren, keine Abwehr ge-
geniiber viralen Infekten aufweisen. Allerdings haben verschie-
dene Viren Mechanismen entwickelt, sich der antiviralen Ab-
wehr der Wirtsorganismen zu entziehen, wodurch in der
Evolution wiederum neue antivirale Mechanismen im Wirt ent-
standen sind. Es gibt daher mehrere zelluldre antivirale Effek-
tormechanismen, die durch Interferone aktiviert werden. Drei
verschiedene Mechanismen der antiviralen Interferonwirkung
sind ndher bekannt [71].

Die Expression der Doppelstrang-RNA-abhdngigen Proteinkinase
(PKR) wird vorwiegend durch Interferon-co/f stimuliert. Nach
Bindung der PKR an Doppelstrang-RNA kommt es intrazellular
zu einer Aktivierung der PKR durch Autophosphorylierung. Die
aktivierte PKR phosphoryliert den Initiationsfaktor der Protein-
biosynthese elF2 an der o-Untereinheit. Normalerweise hat elF2
die zentrale Aufgabe, Met-tRNA zur 40S-Untereinheit des Ribo-
soms zu transportieren und damit die Translation zu initiieren.
Dabei wird jeweils an elF2 gebundenes GDP durch GTP mit Hilfe
des Enzyms elF2B ausgetauscht. Durch die Phosphorylierung von
elF2o. entsteht jedoch ein inaktiver Komplex aus elF2-GDP und
elF2B am Ribosom, der die Translation inhibiert. Es scheint dabei
eine relative Selektivitdt fiir die Hemmung der viralen Transla-
tion zu bestehen, da einige wichtige zelluldre Proteine weiter ex-
primiert werden. Weitere Wirkungsmechanismen der PKR sind
die Beeinflussung der zelluldren Transkription {iber eine Aktivie-
rung des nukledren Faktors (NF) B durch die Phosphorylierung
des Inhibitionsfaktors (I) kB sowie die Auslosung einer TNFo-ver-
mittelten Apoptose [71].

Die 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase wird durch Interferon-o, -p
und -y stimuliert und fiihrt in Gegenwart von Doppelstrang-RNA
zur Produktion von 2’-5’-Oligoadenylaten, die die RNase L akti-
vieren. RNase L spaltet Einzelstrang-RNA, wodurch virale RNA
zerstort werden kann. Weiterhin kommt es zur Degradation ribo-
somaler RNA mit der Folge der Ribosominaktivierung und damit
Hemmung der Proteinbiosynthese. Die wesentliche Bedeutung
der RNase-L-vermittelten antiviralen Wirkung wurde durch ful-
minante Virusinfektionen in RNase-L-,Knock-out“~-Mausen nach-
gewiesen [65,71].

Proteine, die aufgrund einer vererbten Resistenz von bestimm-
ten Labormdusen gegen Viren der Orthomyxogruppe entdeckt
und Mx-Proteine (nach Myxoviren) genannt werden, sind wei-
tere Effektoren der Interferone. Mx-Proteine wurden in allen bis-
lang untersuchten Wirbeltieren gefunden. Sie interferieren di-
rekt mit der Virusreplikation und beeinflussen die virale

Transkription (Mx1 und MxA). Méglicherweise kommt es auch
zu einer direkten Interaktion mit viralen Polymerasen. Wie die
PKR werden Mx-Proteine vorzugsweise von Typ-I-Interferonen
aktiviert [71].

Antiproliferative Effekte von Interferon-alpha

Durch Beeinflussung verschiedener, fiir den Zellzyklus wichtiger
Gene (c-myc, pRB, cyclin D3, cdc25A), die u. a. {iber die PKR regu-
liert werden, kann das Zellwachstum durch Interferone ge-
hemmt werden. Bei verschiedenen Tumoren wird diese Interfe-
ronwirkung therapeutisch eingesetzt. Auf den kontrollierten
Zelltod haben Interferone in Abhangigkeit des Stadiums der Zell-
differenzierung hemmende als auch aktivierende Eigenschaften.
Das Zusammenspiel der verschiedenen beteiligten zelluldren
Proteine wird bisher nicht vollstindig verstanden [71].

Immunmodulatorische Effekte von Interferon-alpha

Interferon-alpha fiihrt zu einer verstarkten zelluldren Expression
von MHC-Klasse-I-Proteinen, die virale Antigene prdsentieren
und T-Zellen aktivieren. Durch eine Stimulation der Produktion
der MHC-Klasse-I-bindenden Proteasomen auf die Gabe von Inter-
feron kommt es zusdtzlich zu einer qualitativen und quantitativen
Steigerung des antigenen Peptidrepertoirs der Zelle. Ebenfalls
kommt es zu einer direkten Aktivierung der humoralen Immun-
antwort durch eine Steigerung der Entwicklung und Proliferation
von B-Zellen und der Immunglobulinausschiittung [71].

Ribavirin

Ribavirin (1-B-D-Ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxamid) ist
dem Ribonukleosid Guanosin analog mit dem Unterschied, dass
die D-Ribose statt Purin den 1,2,4-Triazol-3-carboxamidrest in
B-Konfiguration am C1-Atom der Ribose trdgt. Die Synthese von
Ribavirin geht auf das Jahr 1972 zuriick, als verschiedene Nu-
kleosidanaloga auf ihre antiviralen Eigenschaften hin untersucht
wurden [72]. Es ist eine gut wasserlosliche Substanz mit einem
Molekulargewicht von 244 Da und antiviraler Aktivitit gegen
verschiedene DNA- und RNA-Viren bei In-vitro- und In-vivo-Un-
tersuchungen [73,74]. Ribavirin wird nach zelluldrer Aufnahme
in die aktiven 5’-Mono-, Di- und Triphosphate metabolisiert, rei-
chert sich im Kérper mit einer Halbwertszeit von bis zu 40 Tagen
insbesondere in den Erythrozyten an und wird vorwiegend renal
ausgeschieden [75]. Die genaue Wirkungsweise von Ribavirin ist
nicht bekannt. Es wurden jedoch drei verschiedene antivirale
Wirkungsmechanismen beschrieben.

Im Anschluss an die Transkription wird bei Eukaryonten und vie-
len Viren eine weitere Prozessierung der entstandenen mRNA
vorgenommen. Dabei wird vom 5’-Triphosphatende der mRNA
zundchst durch Hydrolyse ein Phosphatrest durch Guanosin-
monophosphat ersetzt. Durch Methylierung des N-7-Stickstoffs
des endstdndigen Guanins entsteht das als ,,cap“ bezeichnete
charakteristische 7-Methylguanylat am 5’-Ende der mRNA. Diese
»caps” stellen nicht nur einen Schutz der mRNA gegen einen Ab-
bau durch Phosphatasen und Nukleasen dar, sondern sind auch
fiir eine Verstarkung der Effektivitidt der folgenden Translation
verantwortlich. Fiir das aktive, aus Ribavirin in vivo gebildete Ri-
bavirin-5'-triphosphat wurde In vitro eine Hemmung der Methy-
lierung der mRNA von Vaccinaviren gezeigt, die mit einer Ver-
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minderung der Translation und einer Abnahme viraler zyto-
pathogener Effekte In vitro einhergeht [76].

In einer anderen Arbeit konnte durch Ribavirin In vitro eine Hem-
mung der Influenzavirus-kodierten Proteinbiosynthese gezeigt
werden. Als Ursache fand sich eine Verminderung der intrazellu-
lar messbaren Menge an Guanosintriphosphat (GTP), das fiir den
Einbau in die RNA bei der Replikation und Transkription benotigt
wird. Da sich jedoch die Hemmung der Synthese der viralen Pro-
teine durch eine Zugabe von GTP im Uberschuss nicht vollstin-
dig aufheben lieR, wurde auf eine zusatzliche direkte Interaktion
mit der viralen Replikation geschlossen [77]. Als Ursache der
Verminderung des zelluliren GTP wurde eine Hemmung der Ino-
sinmonophosphatdehydrogenase sowie der Thymidinkinase, die
beide bei der GTP-Synthese beteiligt sind, durch Ribavirin nach-
gewiesen [75]. Fiir eine direkte Hemmung der viralen Replika-
tion als moglichen weiteren Wirkungsmechanismus sprachen
In-vitro Versuche mit Influenzaviren, bei denen die virale RNA-
abhdngige Polymerase selektiv durch Ribavirintriphosphat ge-
hemmt werden konnte [78]. Allerdings konnte in Untersuchun-
gen mit anderen Viren keine direkte Hemmung der RNA- oder
DNA-Polymerase nachgewiesen werden [76].

Neben diesen antiviralen Wirkungen des Ribavirins wurden anti-
proliferative und immunsuppressive Eigenschaften in Unter-
suchungen beschrieben, die méglicherweise ebenfalls mit der
Reduktion des zelluliren GTP im Zusammenhang stehen. Dabei
fanden sich eine Hemmung des Tumorwachstums bei Mausen
In vivo sowie eine Beeinflussung der primdren Immunantwort
durch verzogerte Antikdrperproduktion und T-Zellproliferation
[79,80]. Auch in einer neueren Arbeit von Hultgren et al. konnte
eine wesentliche immunmodulatorische Wirkung des Ribavirins
In vitro und In vivo nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine
dosisabhdngige Hemmung der mRNA-Konzentration von Thi-
und Th2-Helferzellantwort-induzierenden Zytokinen (Interleu-
kin 2 und 4 bzw. TNF-a) [81]. Diese immunologischen und weni-
ger direkt antiviralen Wirkungen des Ribavirins kénnten auch
dafiir verantwortlich sein, dass durch Ribavirin die antivirale
Effektivitit von Interferon-o. potenziert wird, aber es bei der
Behandlung der chronischen Hepatitis C mit Ribavirin allein zu
keiner wesentlichen Verdnderung der Viruskonzentration oder
der Quasispeziespopulation kommt [81-85].

HCV-Therapieresistenzmechanismen

Der HCV-Genotyp 1 weist im Vergleich zu anderen Genotypen
schlechtere Ansprechraten bei einer Therapie mit Interferon-o
auf [86]. Sequenzvergleiche von japanischen interferonsensitiven
und -resistenten HCV-1b-Isolaten zeigten, dass die Aminosdure-
sequenzen zwischen Kodon 2209 und 2248 (so genannte Inter-
feron-Sensitivitdt-determinierende Region, ISDR) innerhalb des
karboxyterminalen Endes des nicht strukturellen (NS)5A-Proteins
charakteristische Unterschiede aufweisen. HCV-1b-Isolate mit
vier oder mehr Mutationen in der Region gegeniiber der HCV-
1b-Prototypsequenz erwiesen sich als interferonsensitiv, wahrend
HCV-1b-Prototypisolate interferonresistent waren. Isolate mit ein
bis drei Aminosdurenverdnderungen zeigten ein variables An-
sprechverhalten auf Interferon-o. Die hdufigste Mutation fand
sich im Kodon 2218: Interferon-o-resistente Isolate wiesen ein
Histidin (Prototypsequenz) auf, wihrend interferonsensitive Iso-

late an der Position hdufig einen Austausch Histidin/Arginin auf-
wiesen [87]. Dieser Zusammenhang konnte von anderen japa-
nischen Arbeitsgruppen in gleicher Weise gezeigt werden,
wdhrend sich zundchst eine solche Korrelation der Anzahl der Mu-
tationen im Bereich der ISDR mit dem Therapieansprechen bei
HCV-1b-infizierten Patienten in Europa und USA nicht bestdtigen
lief3 [88-90]. Dabei war auffallend, dass HCV-Isolate mit multi-
plen Mutationen innerhalb der ISDR bei Patienten aus westlichen
Lindern vergleichsweise zu japanischen Patienten wesentlich sel-
tener zu finden waren. In neueren Studien konnte anhand grof3e-
rer untersuchter Patientenkollektive und intensivierter Therapie-
regime eine Korrelation der Anzahl der Mutationen im Bereich
der ISDR mit dem Therapieansprechen bei HCV-1b-infizierten Pa-
tienten nachgewiesen werden. Allerdings fanden sich weiterhin
bei der Mehrzahl der Patienten mit dauerhaftem virologischen
Therapieansprechen lediglich 1-3 Mutationen innerhalb der ISDR
[91]. Fiir Patienten, die mit den HCV-Subtypen HCV-la bzw.
HCV-2 infiziert sind, konnte ein dhnlicher Zusammenhang der An-
zahl der Mutationen mit dem Therapieansprechen nachgewiesen
werden [92,93], wdhrend bei HCV-3a-infizierten Patienten eine
solche Korrelation nicht gefunden wurde [89,94].

Die virologische Bedeutung des HCV-NS5A-Proteins ist weit-
gehend unbekannt. Kiirzlich konnte In vitro eine Interaktion zwi-
schen dem NS5A-Protein und der Interferon-a-stimulierten Dop-
pelstrang-RNA-abhdngigen Proteinkinase (PKR) gezeigt werden,
die vermutlich {iber eine Bindung an eine PKR-bindende Doma-
ne (Kodon 2209-2274 nach HCV-]) innerhalb des karboxytermi-
nalen Teils des NS5A-Proteins vermittelt wird und zu einer Inhi-
bition der Proteinbiosynthese fiihren soll. Die ISDR ist Teil dieser
PKR-bindenden Domadne und durch die Einfiigung von Mutationen
innerhalb der PKR-bindenden Domdne konnte die NS5A/PKR-In-
teraktion In vitro aufgehoben werden [95]. Fiir die zelluldre Hem-
mung der PKR durch eine NS5A-Expression In vitro liegen jedoch
teilweise widerspriichliche Ergebnisse vor [96,97] und in Unter-
suchungen mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie konnte
eine zu erwartende Kolokalisation von NS5A-Protein und PKR
nicht nachgewiesen werden [98], so dass die Bedeutung der
NS5A/PKR-Interaktion als mogliche Resistenzstrategie des HCV
bisher nicht eindeutig geklart ist.

Kiirzlich wurde fiir das Hiillprotein E2 von HCV-1a/b-Isolaten
ebenfalls eine Interaktion mit der PKR iiber eine 12 Aminosduren
umfassende so genannte PKR/elF2a-Phosphorylierungs-Homolo-
gie-Domadne (PePHD, Kodon 659-670 nach HCV-]) beschrieben.
Bei den HCV-Genotypen 2 und 3 war die PKR-Bindung aufgeho-
ben. Es wurde daher vermutet, dass die PePHD der HCV-1a/b-Iso-
late fiir die relative Interferonresistenz im Vergleich zu HCV-2-
und -3-Isolaten beitragen konnte [99]. Eine klinische Korrelation
von Mutationen innerhalb der PePHD konnte sowohl fiir HCV-1b-
als auch fiir HCV-3a-Isolate ausgeschlossen werden [94].
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