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BIOLOSKE OSOBITOSTI HEPATITIS C VIRUSA

BIOLOGICAL PROPERTIES OF HEPATITIS C VIRUS

Irena Hrstid, Boris Vucelid

SAZETAK

Mehanizam infekcije, umnazanje virusa u ciljnim stani-
cama, tvrdokornost infekcije, te posljedi¢no patogeneza
kroni¢ne jetrene bolesti, nedovoljno su poznati. Hepati-
tis C virus (HCV) tvori malena jednolanc¢ana pozitivna
RNA koja se svrstava u rod Hepacivirus u porodici Fla-
viviridae. Genom virusa sadrzi 9600 nukleotida koji — u
ovisnosti o genotipu — sintetiziraju poliprotein od
priblizno 3000 aminokiselina. Razlikuje se 6 glavnih
HCV genotipova (1 — 6), te viSe podtipova (a — ¢).
Tijekom godina infekcije, virus u domacinu postoji u
obliku genetski razli¢itih ¢estica nazvanih kvazivrstama.
Virus hepatitisa C jest hepatotropni virus, stoga se
glavnina njegova umnazanja zbiva u hepatocitu. No, u
manjim koli¢inama moze se na¢i i u mononuklearnim
stanicama periferne krvi, te u limfnim ¢vorovima, stoga
su i to prirodne ciljne stanice virusa. Poznavanje
zivotnoga ciklusa virusa uglavnom je hipotetsko, s obzi-
rom na nedostupnost udinkovite kulture stanica za
istrazivanja in vitro.
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ABSTRACT

The mechanisms of hepatitis C virus infection (HCV)
and replication in targeted cells, the mechanism of per-
sistent viral infection and the pathogenesis of HCV
hepatic disease are poorly understood. HCV is a small-
enveloped virus containing a positive-sense, single-
strained (RNA). It is classified in the separate genus
Hepacivirus in the Flaviviridae family. HCV genome
contains approximately 9600 nucleotides that encode a
polyprotein of around 3000 amino acids depending on
the genotype. The various genotypes are distributed into
6 main types (1-6) with various subtypes (a-c). Within
its hosts HCV exists as a pool of genetically distinct but
closely related variants called quasispecies. Hepatocytes
appear to be the major site of HCV replication, but
peripheral blood mononuclear cells and lymph nodes
are also natural target cells. Because of the lack of conve-
nient in vitro tissue culture systems for efficient virus
propagation the current understanding of the molecular
mechanisms of HCV replication is mainly hypothetic.

Key words: hepatitis C virus, genome, heterogenity, geno-
type, quasispecies, kinetics

UvOD

Virus hepatitisa C (HCV) otkriven je godine
1989'. Za razumijevanje prirodnoga tijeka infekci-
je, presudno je vazno poznavanje bioloskih osobi-
tosti virusa. Mehanizam infekcije, umnazanje viru-
sa u ciljnim stanicama, tvrdokornost infekcije, te
posljedi¢no patogeneza kroni¢ne jetrene bolesti
nedovoljno su poznati, buduéi da se zasnivaju na
¢injenicama klinickih ispitivanja tijekom “samo”
18 godina. Poznavanje trodimenzionalne strukture
HCYV proteina i konstitucijskih nukleinskih kiseli-
na, prvi je korak u proizvodnji ucinkovitih antivi-
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rusnih lijekova. Izmedu ostaloga, sve navedeno
umnogome usporava i razvoj tehnologije za proiz-
vodnju cjepiva protiv tog virusa.

BIOLOSKE OSOBITOSTI VIRUSA

Virus koji pripada rodu Hepacivirus u porodici
Flaviviridae, tvori jednolan¢ana RNA. Elektronskim
mikroskopom do sada je tek
djelomic¢na éestica virusa okrugla oblika, pribliznoga

vizualizirana

promjera 50 nm (slika 1.)%

Daljnja nepostojanje
odgovarajuéega medija za uzgoj HCV-a u kulturi
nedostatak

istrazivanja otezava
stanica, te eksperimentalnoga
zivotinjskoga modela. Nemoguénost vizualizacije
posljedica je i ¢injenice da se u serumu nalazi tek
mala koli¢ina virusnih cestica, $to je ispod
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osjetljivosti dostupnih imunoloskih testova (manje
od 10° u serumu zarazene osobe, manje od 10°
CID-a = “chimpanzee-infective doses”)?.
Molekularnim kloniranjem virusnoga genoma
uz pomo¢ rekombinantne DNA, identificirani su
mnogobrojni enzimatski procesi odgovorni za
umnozavanje virusa. Genom virusa tvori jedno-
lan¢ana RNA priblizne duljine 9600 nukleotida
(slika 2.), te nosi dugacki otvor za citanje (engl.
open-reading frame, ORF). ORF je odgovoran za
sintezu poliproteina od 3010 do 3033 aminokiseli-
na, i razlikuje se ovisno o genotipu virusa. Sastoji
se od strukturnih proteina koji uz glikoproteine E1
i E2 tvore nuklearnu kapsulu. Ostatak poliprotein-
skoga lanca genoma tvore nestrukturalni NS prote-
ini kojima je glavna svrha umnozavanje virusa®.
NS5A nedavno je oznacen kao moguéi medijator

Slika 1. Izgled &estice HCV-a — Cestica okrugla oblika, pribliznoga promjera 50 nm
Picture 1 Structure of HCV — particle is shaped like a ball, 50 nm in diameter.

Start

Stop

15l 1

strukturalni geni

nestrukturalni geni - NS

Slika 2. Dio poliproteinskoga lanca genoma HCV-a — tvori ga jednolan¢ana RNA priblizne duljine 9600
nukleotida. Otvor za ¢itanje odgovoran je za sintezu strukturalnih i nestrukturalnih proteina.
Picture 2 Part of HCV genome — virus genome is consists of a positive-sense RNA molecule approximately 9600
nucleotides in length. Open reading frame is responsible for synthesis of structural and non-structural proteins.
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otpornosti na interferon o. NS5B jest RNA
polimeraza koja se generira tijekom umnozavanja
virusa, i ¢ijom bi inhibicijom antivirusna terapija
bila u potpunosti djelotvorna.

HETEROGENOST VIRUSA

Genetska heterogenost virusa prvi je put uocena
usporedbom molekularne sekvence HCV-a iz Japa-
na s prototipom HCV-a iz SAD-a. Medusobna je
podudarnost iznosila 79%?. Daljnjom usporedbom
pojedinih virusnih genoma nametnula se potreba
za podjelom HCV-a u skupine, odnosno na geno-
tipove oznacene arapskim brojevima od 1 do 6 na
osnovi glavnih lanaca, te u podskupine, odnosno
na podtipove oznacene slovima od a do ¢, ovisno o
postotku sli¢nosti s odredenom glavhom genotip-
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skom podskupinom (slika 3.)% Podjela na genoti-
pove vazna je zbog epidemioloskoga pracenja, ali i
zbog razli¢ita odgovora na dostupnu antivirusnu
terapiju. Dok se pojedini genotipovi u nukleotid-
nomu slijedu razlikuju do 30%, podtipovi se
medusobno razlikuju u priblizno 20%.

Genotipovi la, 1b, 2a i 2b $iroko su rasprostra-
njeni, a genotipovi 5a i 6a nalaze se u ograni¢enim
zemljopisnim podrué¢jima (Tajland, Vijetnam,
Burma). U Hrvatskoj prevladava genotip 1b, a
usporedbeni podaci sa susjednim zemljama iznese-
ni su u tablici 1°.

Velika razgranatost virusnoga stabla, ovisno o
genotipu i podtipovima, najvjerojatnije je posljedi-
ca dugotrajne prisutnosti virusa u ljudi (mozda
dulje od 400 godina)’>. Usporedbom virusnih

JKO049

HPCHK6
NYL1

HCJ8

BEBE1

ED43

EUH1480

JK046

HCV-PT
HCJ1

HCJ9

Slika 3. Genotipsko stablo HCV-a — prvu razinu heterogenosti tvori 6 glavnih genotipova
Picture 3 HCV genotype tree — first level of heterogencity is consists of 6 major genotypes.

Tablica 1. Distribucija HCV genotipova u Hrvatskoj
Table 1 Genotype distribution in Croatia

Spol/ Gender y
i Dob/Age
Genotip/ Genotype Postotak/ Percent _ . - /2
Zene/ Female (%) Musk?;/;:;/ Male (medijan)
1 58,8 69,1 54,7 e
2 2,2 3,9 1,6 33
3 35,6 24,0 40,2 3
4 3,4 3.0 35 31
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sekvenci bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C
tijekom 17-godi$njega pracenja, ustanovljeno je da
tijekom godine dana prosje¢na izmjena virusne
sekvence iznosi od 0,14% do 0,19%°.

Virusno umnozavanje kodirano je RNA
polimerazom (NS5B), a sam je proces podlozan
mnogobrojnim pogreskama prepisivanja, odnosno
mutacijama, $to posljeduje pojavom tzv. kvazivrsta.
Upravo sposobnost brze mutacije, te promjene u
strukturnim E1 i E2 proteinima kojima se onemo-
gucuje djelovanje stvorenih neutraliziraju¢ih anti-
tijela u humoralnu imunome odgovoru, razlogom
su tvrdokornosti infekcije’. Prvih 27 aminokiselina
E2 glikoproteina tvore hipervarijabilnu regiju 1
(HVR1) koja je odgovorna za ¢ak 80% razlic¢itosti
u rasporedu aminokiselina.

KINETIKA VIRUSA

Dok u nelije¢enih bolesnika stupanj viremije
pokazuje minimalnu kolebljivost, u lije¢enih se
bolesnika stupanj viremije bitno mijenja®. Kineticka
istrazivanja pokazuju da je minimalna dnevna
produkcija viriona uz oslobadanje iz inficirane
stanice 1010 — 1012 viriona na dan, a poluvrijeme
Zivota tih destica iznosi nekoliko sati’. U odnosu
prema farmakokinetici interferona o ¢iji se uc¢inak
opaza 9 sati nakon prve primjene, daljnji pad
viremije ima konkavnu krivulju (slika 4.)°.
— Prva faza: tijekom prvoga terapijskoga dana
dolazi do izrazito brzoga opadanja viremije, koje
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je statisticki bitno razli¢ito s obzirom na

primjenu razli¢itih doza interferona o (5 MU i

10 MU).

— Druga faza: tijekom drugoga terapijskoga dana i
poslije, opadanje viremije mnogo je sporije, uza
statisti¢ki zanemarljivu razliku izmedu razli¢itih
terapijskih doza interferona .

Dok se prva faza opaza u svih lije¢enih bolesnika,
druga faza izostaje u bolesnika koji ne reagiraju na
terapiju takozvanih non-respondera’. Uz to Sto
postoji zamjetna i brza izmjena viriona, jednako se
dogada i s inficiranom stanicom, te poluvrijeme

zivota inficirane stanice iznosi 2,5 — 5 dana'®!!.

ZIVOTNI CIKLUS VIRUSA

Hepatitis C virus jest hepatotropni virus, stoga se
glavnina njegova umnazanja dogada u hepatocitu.
No, u manjim koli¢inama moze se naéi u mono-
nuklearnim stanicama periferne krvi i u limfnim
¢vorovima, stoga su i to prirodne ciljne stanice
virusa. Poznavanje zivotnoga ciklusa virusa
uglavnom je hipotetsko, s obzirom na nedostupnost
ucinkovite kulture stanica za istrazivanja in vitro'?.
Najmanje poznata ¢injenica jest mehanizam ulaska
u ciljnu stanicu. Vezanjem uza ciljnu stanicu,
najvjerojatnije dolazi do medureakcije E1 i E2
proteina ovojnice s unutarstani¢nim receptorskim
mehanizmima. Nakon endocitoze ili E1 ili obaju
endoproteina (E1 i E2), dolazi do spajanja virusne

membrane s membranom endosoma, te oslobadanja

A
7 F
1 5 MU
6
HCV RNA |
log eg/ml
10 MU
4 -
g 15 MU
2 | | S
1 7 14
Dani

Slika 4. Kinetika viremije u odnosu prema farmakokinetskome djelovanju interferona o: prvu fazu tvori brzi pad
koli¢ine virusnih cestica ve¢ nakon prvoga dana primjene lijeka (statistic¢ki razli¢it, ovisno o dozi). Tu fazu slijedi

usporeniji pad viremije u sljede¢im danima (statisticki nebitna razlika medu dozama).
Picture 4 Viral kinetics according to interferon O.: first phase is fast and appear just after first application (decline
depends of administered dose); second phase is much slower and statistically non different between administered doses
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virusne RNA. Proteini E1 i E2 ostaju vezani uz
membranu endoplazmatskoga mrezastoga tkiva.
Cijepanjem poliproteina virusnoga genoma celu-
larnim i virusnim proteazama, nastaju virusni pro-
teini usko vezani uz unutarstani¢cne membrane.
Nestrukturalni HCV' proteini NS3-NS5B, naj-
vjerojatnije tvore replikacijski sklop koji imple-
mentira i neke zasad nepoznate unutarstani¢ne
komponente domacina. U tom je sklopu pozitivno
usmjeren RNA predlozak za sintezu negativno
usmjerenoga RINA koji pak nadalje sluzi kao pred-
lozak za sintezu novoga pozitivnoga RNA virusa.
Svaka faza Zivotnoga ciklusa virusa potencijalna je
ciljna faza za ucinkovitu antivirusnu intervenciju.
U proizvodnji antivirusnih lijekova, najintenzivnije
se istrazuju tri glavna, dosad poznata antivirusna
enzima (NS3 serinska proteaza, NS3 helikaza i
NS5B RNA-ovisna RNA polimeraza).

Patogeneza jetrenoga osteenja najvjerojatnije
jest posljedica izravna citopatskoga ucinka virusnih
proteina i imunosnih mehanizama domadina, pos-
redovanih citotoksi¢nim limfocitima (CTL) i cito-
kinima.
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