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Kurzfassung: Infektionen mit dem Hepatitis-C-
Virus (HCV) führen überwiegend zu Persistenz.
Obwohl die Primärinfektion zumeist asymptoma-
tisch abläuft oder nur mit milden Symptomen
assoziiert ist, stellt die persistente HCV-Infekti-
on einen hohen Risikofaktor für die Entstehung
schwerer Leberschäden, wie etwa Steatose,
Fibrose, Leberzirrhose und das hepatozelluläre
Karzinom, dar. Seit der ersten Klonierung des
HCV-Genoms im Jahr 1989 wurden intensive Be-
mühungen unternommen, selektive Wirkstoffe
für die antivirale Therapie zu entwickeln, was
jedoch wegen des Fehlens adäquater Zellkultur-
systeme nur sehr langsam vorankam. Ein entschei-
dender Durchbruch war deshalb die Entwicklung
des so genannten Replikonsystems, das auf der
autonomen Vermehrung genetisch veränderter
HCV-Minigenome in humanen Leberzellen beruht.
Dieses System rekapituliert alle intrazellulären
Schritte der Virusvermehrung und war deshalb
ein entscheidendes Werkzeug für die Entwick-
lung HCV-spezifischer Wirkstoffe. Dazu gehören
die Inhibitoren der NS3/4A-Protease, des NS5A-
Replikationsfaktors und der NS5B-RNA-abhän-
gigen RNA-Polymerase. Allerdings unterstützen
Replikons keine Virusproduktion. Das wurde erst
mit der molekularen Klonierung eines speziellen
HCV-Isolats möglich, das sich mit hoher Effizienz
in kultivierten humanen Hepatomazellen vermehrt
und dabei infektiöse Viren produziert. Mithilfe
dieser Kultursysteme konnten wichtige Einblicke
in den HCV-Vermehrungszyklus gewonnen und
weitere Angriffsziele für die antivirale Therapie
definiert werden. Dazu zählen auch zelluläre
Faktoren, die das Virus für seine Vermehrung be-
nötigt, wie etwa das Cyclophilin A oder die
Micro-RNA-122. Am weitesten entwickelt sind

die beiden NS3/4A-Proteaseinhibitoren Telaprevir
und Boceprevir, die erstmalig im Mai 2011 in
den USA zur Behandlung von Infektionen mit
Genotyp-1-Viren zugelassen wurden. Zum ersten
Mal ist damit eine gezielte antivirale Therapie
der chronischen Hepatitis C („specifically targeted
antiviral therapy for hepatitis C“ [STAT-C], siehe
Anhang) möglich. Diese Wirkstoffe, die in einer
Dreifachkombination mit pegyliertem Interferon-
α und Ribavirin gegeben werden, werden die
Heilungsraten auf ca. 75 % steigern. Diese The-
rapie ist aber immer noch mit zahlreichen Ne-
benwirkungen assoziiert.

Schlüsselwörter: chronische Hepatitis C, Hepa-
titis-C-Virus, HCV-Zellkultursysteme, subgenomi-
sche Replikons, Stat-C, NS3-Proteaseinhibitoren

Abstract: Cell Culture Systems for the Hepa-
titis C Virus and Their Use for the Develop-
ment of Antiviral Therapies for Chronic
Hepatitis C. A hallmark of the hepatitis C virus
(HCV) is its high propensity to establish persist-
ence. Although acute infection is mild and most
often asymptomatic, persistently infected indi-
viduals have a high risk to develop serious liver
disease including fibrosis, steatosis, liver cirrho-
sis, and, eventually, hepatocellular carcinoma.
Since the first molecular cloning of the HCV ge-
nome in 1989, attempts have been undertaken to
develop a selective and potent antiviral therapy,
but progress has been slow due to the lack of
adequate cell culture systems to propagate the
virus in the laboratory. In 1999, an important
breakthrough was the generation of the replicon
system that is based on genetically modified vi-
ral mini-genomes that replicate with high effi-

ciency in the human hepatoma cell line Huh7.
This system mimics the intracellular steps of the
viral replication cycle and thus has been used
extensively to develop inhibitors of the HCV rep-
licase, most notably the NS3/4A protease, the
NS5B RNA-dependent RNA polymerase, and the
NS5A replicase factor. However, replicons do not
support production of infectious virus. This hurdle
has only been overcome by the molecular clon-
ing of a particular HCV isolate designated JFH-1
that is infectious for Huh7 cells, replicates to
very high levels and produces infectious virus
particles. By using these culture systems, impor-
tant novel insights into the HCV replication cycle
have been gained, culminating in an impressive
number of drug candidates targeting viral, and
more recently, also host cell factors such as cyclo-
philin A or microRNA-122 that are currently
tested in clinical trials. Most advanced are 2 in-
hibitors of the NS3/4A protease (telaprevir and
boceprevir) that were approved in May 2011 for
combination therapy with pegylated interferon-
alpha and ribavirin for chronic hepatitis C caused
by infections with genotype-1 viruses. Thus, for
the first time, specifically targeted antiviral
therapy for hepatitis C (STAT-C) is available.
These new armors in our arsenal to combat HCV
infections will certainly increase the rate of
therapy success, but there is still a long way to
go until therapeutic modalities with low side-ef-
fects and high success rates will become avail-
able. J Gastroenterol Hepatol Erkr 2011; 9 (4):
14–20.

Key words: chronic hepatitis C, hepatitis C virus,
HCV cell culture systems, subgenomic replicons,
Stat-C, NS3 protease inhibitors

!!!!! Einleitung

Die chronische Hepatitis C, verursacht durch eine persistente
Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus (HCV), stellt nach wie
vor ein wichtiges und weltweit bedeutendes medizinisches
Problem dar. Den Angaben des Robert-Koch-Instituts zufolge
leben in Deutschland bis zu 500.000 Personen, die chronisch
mit dem HCV infiziert sind. Diese haben ein hohes Risiko für
die Entwicklung schwerer Leberschäden, insbesondere einer
Leberzirrhose oder eines hepatozellulären Karzinoms (HCC).

Zellkultursysteme als Basis der Therapieentwicklung
für die chronische Hepatitis C

S. Bühler, R. Bartenschlager

Die aktuelle Therapie beruht auf der Kombination von pegy-
liertem Interferon-α und Ribavirin („standard of care“ [SOC]).
Allerdings hängt der Therapieerfolg von 2 wesentlichen Fakto-
ren ab: Da ist zum einen der Genotyp des infizierenden HCV zu
nennen. Aufgrund der hohen Genomvariabilität unterscheidet
man 7 verschiedene Genotypen, die sich in ihrer Ansprechrate
auf die SOC deutlich unterscheiden. So erreichen die Aushei-
lungsraten („sustained viral response“ [SVR]) bei Infektionen
mit Genotyp-2- oder -3-Viren bis zu 90 %, wohingegen die
SVR bei Infektionen mit Genotyp-1- oder -4-Viren bei nur etwa
50 % liegt [1]. Dabei ist anzumerken, dass die Genotypen 1
und zunehmend auch 4 in Westeuropa am häufigsten vorkom-
men. Der zweite, prognostisch bedeutsame Marker für die
SVR ist ein genetischer Polymorphismus im Interleukin-28-
B-Genlokus, der für das Interferon lambda kodiert [2–5]. Per-
sonen mit einem homozygoten „CC“-Genotyp erreichen eine
SVR von bis zu ca. 80 %, während Infizierte mit einem homo-
zygoten TT-Genotyp eine Heilungsrate von nur ca. 20–30 %
aufweisen. Bemerkenswert ist, dass dieser Polymorphismus
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Abbildung 1: Die verschiedenen Stadien des HCV-Replikationszyklus. 1) Anheftung
des Virus an die Oberfläche der Zielzelle. Die HCV-Lipoviropartikel binden mit den
viralen Glykoproteinen E1 und E2 sowie den inkorporierten zellulären Apolipoproteinen
an die verschiedenen Oberflächenrezeptoren. 2) Rezeptorvermittelte Endozytose
führt zur Clathrin-abhängigen Aufnahme von HCV. Der niedrige pH-Wert innerhalb
des Endosoms (angedeutet durch die Dunkelfärbung) führt sehr wahrscheinlich zur
Fusion der endosomalen Membran mit der Virushülle und damit zur Freisetzung des
viralen RNA-Genoms in das Zytoplasma.  3) Die Translation der viralen RNA erfolgt
am rauen endoplasmatischen Retikulum. Das entstehende Polyprotein wird ko- und
posttranslational gespalten. Daran beteiligt ist auch die NS3/4A-Protease. 4)  Die
HCV-Replikation findet in so genannten „membranous webs“ (MW) statt, die aus An-
sammlungen virusinduzierter Membranvesikel, ER-Membranen und Lipidtröpfchen
(LD) bestehen. An der Oberfläche der Lipidtröpfchen beginnt vermutlich auch die Mon-
tage des Nukleokapsids, das durch Knospung in das ER-Lumen die Virushülle akqui-
riert. Dieser Prozess ist eng an den VLDL-Syntheseweg gekoppelt. 5)  Die Freisetzung
neuer Viruspartikel findet in enger Assoziation mit dem VLDL-Sekretionsweg statt.
Angriffsziele selektiver antiviraler Therapien sind entsprechend vermerkt und im Text
genauer beschrieben. Modifizierter Nachdruck mit Genehmigung aus [6].

nicht nur positiv prädiktiv für die SVR ist, sondern auch mit
der Ausheilungsrate nach einer Akutinfektion korreliert. Wich-
tig ist außerdem, dass der Genotyp, der mit einer erhöhten
Ausheilungsrate korreliert, in der europäischen Bevölkerung
häufiger vorkommt als in der afrikanischen, was die unter-
schiedlichen Ansprechraten in diesen Bevölkerungsgruppen
zumindest teilweise erklärt.

!!!!! Der HCV-Replikationszyklus

Eine Besonderheit des HCV-Partikels ist die intensive Assozi-
ation mit Komponenten des VLDL- („Very low-density lipo-
protein“-) Systems (Abb. 1). Das sind in hohem Maße Lipide,
wie etwa Cholesterine und Triacylglycerole, sowie mehrere
Apolipoproteine, insbesondere das ApoE [7–9]. Diese Beschaf-
fenheit des Viruspartikels könnte die Rolle einiger der insgesamt
6 Oberflächenmoleküle erklären, die für die erfolgreiche HCV-
Infektion benötigt werden [10]. Das Virus wird vermutlich durch
primäre Bindung an Glykosaminoglykane sowie den LDL-
Rezeptor an der Zelloberfläche gebunden, gefolgt von Inter-
aktionen mit dem Scavenger-Rezeptor B1 und CD81. Anschlie-
ßend erfolgen weitere Interaktionen, möglicherweise an den
„tight junctions“, mit Claudin-1 und Occludin, vermutlich un-
ter Ausbildung eines Rezeptorkomplexes. Die Ausbildung die-
ses Komplexes sowie die Fusion der Virushülle mit der Endo-
somenmembran scheint durch eine Signalkaskade beschleunigt
zu werden, die durch Aktivierung des Rezeptors für den epi-
dermalen Wachstumsfaktor ausgelöst wird [11].

Nach anschließender rezeptorvermittelter Endozytose wird das
virale Genom in das Zytoplasma entlassen und am rauen endo-
plasmatischen Retikulum translatiert. Hierfür ist eine interne
Ribosomeneintrittsstelle (IRES) in der 5’-nicht-translatierten
Region (NTR) wichtig, die ebenso wie die 3’-NTR wichtige
Signale für die RNA-Replikation enthält [12, 13]. Da das HCV-
Genom nur ein Gen besitzt, wird initial ein so genanntes Po-
lyprotein gebildet, das ko- und posttranslational durch virale
und zelluläre Proteasen in mindestens 10 Proteine gespalten
wird (zur Übersicht [14]). Das Kapsidprotein (Core) bildet
zusammen mit den beiden Hüllproteinen E1 und E2 die Haupt-
bestandteile der HCV-Partikel. Das Protein p7, das zur Familie
der Viroporine gehört, und das Nicht-Strukturprotein (NS) 2
sind für die Virusmontage („assembly“) essenziell [15–19]. NS2
fungiert auch als Protease, deren aktives Zentrum durch Ho-
modimerisierung gebildet wird [16] und die die Spaltung zwi-
schen NS2 und NS3 katalysiert. NS3 ist eine Serinprotease,
die im Zusammenspiel mit ihrem Kofaktor NS4A als NS3/4A-
Proteasekomplex ganz wesentlich an der Prozessierung des
Polyproteins beteiligt ist. Des Weiteren verfügt NS3 über RNA-
Helikase und NTPase-Aktivitäten. Das Membranprotein NS4B
induziert in der infizierten Zelle massive Membranveränderun-
gen, die als „membranous web“ bezeichnet werden [20–22]
(Abb. 1). Diese Membranvesikel sind vermutlich der Ort der
RNA-Replikation. Das Phosphoprotein NS5A hat vermutlich
eine duale Funktion und wird sowohl für die RNA-Replikati-
on als auch für die Virusmontage benötigt, was vermutlich durch
den Phosphorylierungsstatus von NS5A reguliert wird [14].
NS5B ist die RNA-abhängige RNA-Polymerase und kataly-
siert die Amplifikation des viralen Genoms. Von dieser wird
zunächst eine Minusstrang-RNA-Kopie erzeugt, die ihrerseits

als Matrize für die Herstellung zahlreicher (Plusstrang-) Genom-
kopien dient. Diese werden entweder für die Synthese neuer
Polyproteine verwendet oder in neue Nachkommenviren einge-
baut, deren Bildung vermutlich an der Oberfläche von Lipid-
tröpfchen beginnt [23]. Deren weitere Reifung ist eng an den
VLDL-Synthese- und Sekretionsweg gekoppelt, wobei die Nach-
kommenviren sehr wahrscheinlich über den konstitutiven Se-
kretionsweg aus der Zelle ausgeschleust werden (Abb. 1).

!!!!! HCV-Zellkultursysteme

Die Identifikation von HCV als ätiologisches Agens der chro-
nischen Hepatitis C gelang erstmalig 1989 [24]. Dessen Ver-
mehrung in Zellkulturen, eine unabdingbare Voraussetzung für
die Entwicklung antiviraler Wirkstoffe, gelang jedoch erst 10
Jahre später und basierte auf der Nutzung genetisch modifi-
zierter HCV-Minigenome, so genannter „subgenomischer Re-
plikons“.

HCV-Replikonsystem
Unter einem Replikon versteht man per definitionem ein gene-
tisches Element, das zur autonomen Vermehrung befähigt ist.
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Dafür genügen im Fall von HCV die Proteine NS3, 4A, 4B, 5A
und 5B sowie die 5’- und 3’-NTRs, während die übrigen vira-
len Proteine entbehrlich sind. Bei den ursprünglichen Repli-
kons wurde die Region, die für die Proteine Core, E1, E2, p7
und NS2 kodiert, durch ein Gen ersetzt, das Resistenz gegen
das Zellgift G418 verleiht. Diese selektionierbaren und subge-
nomischen HCV-Replikons wurden in Zellen der humanen
Hepatomalinie Huh7 eingeschleust und in Anwesenheit von
G418 kultiviert. Unter diesen Bedingungen konnten nur jene
Zellen überleben, in denen das Replikon effizient replizierte,
da nur diese Zellen das G418-Gen enthielten und das Zellgift
abbauen konnten [25]. Auf diese Weise konnten Zelllinien her-
gestellt werden, in denen sich HCV-RNAs effizient vermehr-
ten. Da deren Vermehrung alle viralen Replikationsfaktoren
benötigt, u. a. die NS3/4A-Protease, das NS5A-Protein und die
NS5B-Polymerase, war damit die Grundlage für die Entwick-
lung selektiver Wirkstoffe geschaffen (zur Übersicht [26]).

Obwohl hocheffiziente Replikons unterschiedlicher Virusiso-
late und Genotypen entwickelt wurden, war es in keinem Fall
möglich, infektiöse HCV-Partikel herzustellen, und zwar auch
dann nicht, wenn vollständige HCV-Genome in die Zelle ein-
geschleust wurden. Dies ist durch die Akkumulation von „ad-
aptiven“ Mutationen bedingt, die sich in selektionierbaren
Replikons ansammeln und die RNA-Replikation zwar deut-
lich erhöhen, gleichzeitig aber die Virusmontage stören [27].
Verwendet man HCV-Isolate ohne diese adaptiven Mutatio-
nen, kann man zwar infektiöses HCV in Zellkulturen produ-
zieren, deren Vermehrungspotenzial ist jedoch so gering, dass
sie für Detailstudien nicht geeignet sind.

HCV-Pseudopartikelsystem (HCVpp)
Da die Infektion einer Zelle durch das HCV mit Replikons nicht
studiert werden kann, dies aber z. B. für die Messung neutrali-
sierender Antikörper essenziell ist, haben 2 Arbeitsgruppen
unabhängig voneinander das so genannte HCV-Pseudoparti-
kel- (HCVpp-) System entwickelt [28, 29]. Dabei handelt es
sich um retrovirale Partikel, in deren Membranhülle die funk-
tionalen HCV-Hüllproteine E1 und E2 eingebaut sind. Da die
Spezifität der Infektion ganz wesentlich durch diese Hüllpro-
teine vermittelt wird, eignet sich das System zur Untersuchung
der Partikelbindung an und für die Aufnahme in die Zielzelle.
Durch Insertion eines Markergens (z. B. „green fluorescent
protein“ oder Luziferase) in den HCVpp-Vektor kann die In-
fektion der Zielzelle quantifiziert werden. Das HCVpp-Sys-
tem war von großer Bedeutung u. a. für die Entdeckung der
HCV-Rezeptoren Claudin und Occludin [30, 31] sowie für die
Charakterisierung neutralisierender Antikörper [32].

HCV-Zellkultursystem (HCVcc)
Die Entwicklung eines Kultursystems, mit dem alle Stadien
der Virusvermehrung im Labor adressierbar sind, gelang erst
mit der molekularen Klonierung eines speziellen Virusisolats,
genannt JFH-1, da es aus dem Serum eines japanischen Patien-
ten mit fulminanter Hepatitis C gewonnen wurde. Dieses JFH-
1-Genom ist in der Lage, sich mit hoher Effizienz in mensch-
lichen Hepatomazellen zu vermehren, ohne dass hierfür die
Replikation steigernde Mutationen erforderlich sind [33].
Darüber hinaus unterstützt dieses Isolat die Produktion infek-
tiöser HCV-Partikel [34]. Diese Eigenschaften sind bis heute
einzigartig, da es trotz großer Bemühungen bisher nicht ge-

lungen ist, ein HCV-Isolat mit analogen Eigenschaften mole-
kular zu klonen, und zwar auch dann nicht, wenn man als
Ausgangsmaterial das Serum von Patienten mit fulminanter
Hepatitis C verwendet. Die molekularen Ursachen für die hoch-
effiziente Replikation von JFH-1 sind noch nicht genau be-
kannt, es gibt aber Hinweise, dass bestimmte Eigenschaften
der RNA-abhängigen RNA-Polymerase (das NS5B-Protein)
eine wichtige Rolle spielen [35].

Um Viruspartikel anderer Genotypen in Zellkulturen produ-
zieren zu können, wurden chimäre, von JFH-1 abgeleitete HCV-
Genome entwickelt [36]. Dabei wurde die Genomregion in JFH-
1, die für die Proteine Core bis NS2 kodiert, gegen die analoge
Region anderer Virusgenome, die den Genotypen 1a, 1b, 2a,
3a, 4a oder 5a entsprechen, ausgetauscht [37–39]. Das effizi-
enteste Genom, mit dem die größten Mengen infektiöser HCV-
Partikel in Zellkulturen hergestellt werden können, nennt sich
JC1 (abgeleitet von „Japanese chimera 1“) und es entspricht
einer intragenotypischen Chimäre, mit der deutlich mehr Virus-
partikel des Genotyps 2a hergestellt werden können als mit dem
authentischen JFH-1-Genom selbst. Des Weiteren wurde von
Yi et al. ein auf dem Genotyp 1a beruhendes Zellkultursystem
entwickelt [40]. Allerdings ist die spezifische Infektiosität die-
ser Viren > 100-fach geringer als bei Genotyp-2a-Viren.

Neben dem HCV-Isolat ist auch die Zelle von entscheidender
Bedeutung für die Etablierung von HCV-Zellkultursystemen.
So gibt es eine Reihe von Huh7-Zellklonen, die auf effiziente
HCV-RNA-Replikation selektioniert wurden, wie z. B. Huh7-
LUNET [41] oder Huh7.5 [42]. Letztere eignen sich aufgrund
der hohen Oberflächenexpression des HCV-Rezeptors CD81
besonders gut für die Kultivierung des HCV. Obwohl mit der
Verfügbarkeit des JFH-1-Systems ein Studium des vollständi-
gen HCV-Vermehrungszyklus im Zelllabor möglich ist, bleibt
zu berücksichtigen, dass es sich um ein außergewöhnliches
Virusisolat handelt, das zwar auch in vivo infektiös ist [34],
dessen biologische Eigenschaften sich aber von denen anderer
HCV-Genotypen durchaus unterscheiden können.

!!!!! Antivirale Wirkstoffe zur spezifischen

Blockade viraler Proteine

Mithilfe des Replikonsystems wurden in den vergangenen Jah-
ren antivirale Wirksubstanzen identifiziert, die i. w. gegen 3
virale Zielstrukturen gerichtet sind: die NS3/4A-Protease, die
NS5B-RNA-abhängige RNA-Polymerase und das NS5A. Die-
se Wirkstoffe ermöglichen ein direktes und gezieltes Eingrei-
fen in den HCV-Replikationszyklus, da sie unmittelbar an der
Biogenese der viralen Replikationsmaschinerie bzw. deren
enzymatischer Aktivität angreifen und somit die Virusvermeh-
rung unmittelbar zum Erliegen bringen. Dies steht im Gegen-
satz zur bisherigen Standardtherapie, die an keiner spezifischen
viralen Zielstruktur angreift, sondern i. w. eine generalisierte
Stärkung der Immunantwort des Infizierten hervorruft. So in-
duziert das Interferon ganz wesentlich ein genetisches Pro-
gramm, das die Zelle in einen antiviralen Status versetzt, der
vor einer produktiven Infektion mit dem HCV schützt. Ob das
Ribavirin diesen Effekt noch verstärkt oder auf andere Weise
zum Therapieerfolg beiträgt, wird kontrovers diskutiert (Über-
sicht [43]).
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Eine ausführliche Diskussion der Wirkprinzipien sowie der Vor-
und Nachteile der verschiedenen Wirkstoffe ist hier aus Platz-
gründen nicht möglich. Dazu wurden zahlreiche Übersichtsar-
tikel veröffentlicht, auf die wir die Leser verweisen [44–46]:
1. Inhibitoren der viralen Protease NS3/4A, wie etwa Tela-

previr oder Boceprevir, inhibieren die Prozessierung des
HCV-Polyproteins an den Spaltstellen NS3-4A, NS4A-4B,
NS4B-5A und NS5A-5B. Die Proteasehemmer wirken nicht
auf schon etablierte Replikationsstrukturen, da hier die
proteolytische Spaltung schon stattgefunden hat, sondern
hemmen deren Neubildung, die von dem ungespaltenen
Polyprotein nicht vermittelt werden kann. Darüber hinaus
restaurieren die Proteasehemmer vermutlich die Signal-
transduktionskaskade, die für die Synthese von Typ-1-In-
terferon verantwortlich ist [47, 48]. Es ist denkbar, dass diese
Rekonstitution einen zusätzlichen Beitrag zur Elimination
des Virus leistet. Die neue Therapie, zugelassen für Infek-
tionen mit Genotyp-1-Viren, ist eine Dreifachkombination
aus einem der beiden Proteasehemmer, pegyliertem Interfe-
ron und Ribavirin. Die SVR bei Genotyp-1-Patienten kann
dadurch auf ca. 70 % gesteigert werden [49].

2. Bei NS5B-Inhibitoren unterscheidet man nukleosidische
und nicht-nukleosidische Inhibitoren. Nukleosidische Poly-
meraseinhibitoren binden im aktiven Zentrum der Poly-
merase, werden in die wachsende RNA eingebaut und blo-
ckieren so die RNA-Neusynthese durch Abbruch der
RNA-Kette (Kettenabbruch; „chain termination“). Diese In-
hibitoren habe eine extrem hohe genetische Barriere, wes-
halb man quasi keine Resistenzen im Replikonsystem oder
in klinischen Studien gefunden hat. Man geht davon aus,
dass die resistenzvermittelnden Mutationen die virale Fit-
ness, d. h. die Replikationskompetenz, zu stark mindern.
Demgegenüber zeigen die nicht nukleosidischen Polymerase-
inhibitoren eine sehr niedrige Resistenzbarriere. Substan-
zen dieser Klasse binden an unterschiedliche (allosterische)
Regionen der NS5B-Polymerase und führen zu deren Hem-
mung. Aufgrund der limitierten antiviralen Potenz und der
schnellen Resistenzselektion werden Inhibitoren dieser
Substanzklasse zukünftig vermutlich eine weniger wichti-
ge Rolle spielen.

3. Inhibitoren gegen NS5A, dem bis heute keine enzymatische
Aktivität zugeschrieben werden konnte, zeichnen sich durch
eine enorm hohe antivirale Potenz aus. So genügt vermutlich
ein Wirkstoffmolekül, um ca. 10–100 NS5A-Moleküle zu
„neutralisieren“, weshalb man von einem dominant nega-
tiven Effekt dieser Inhibitoren spricht. Der Wirkmechanis-
mus ist unbekannt, man nimmt jedoch an, dass es zu einer
Hemmung von NS5A-Polymeren in der Zelle kommt. Der
in der klinischen Erprobung am meisten fortgeschrittene
Wirkstoff ist BMS-790052. Eine einmalige Gabe dieser
Substanz war ausreichend, um die Viruslast innerhalb von
24 Stunden um mehr als den Faktor 1000 zu reduzieren [50].

Ein Problem bei fast allen o. g. Inhibitoren ist die schnelle Se-
lektion auf therapieresistente Viren. Diese sind durch die hohe
Virusproduktion bedingt (ca. 1012 HCV-Partikel/Tag) sowie die
hohe Fehlerrate der NS5B-Polymerase (bis zu 10–5). Rein rech-
nerisch werden pro Tag mehr als 1010 HCV-Genomvarianten
generiert und es verwundert nicht, dass darunter auch solche
sind, die a priori gegen antivirale Wirkstoffe resistent sind.
Diese werden, ausreichende Replikationskompetenz voraus-

gesetzt, sehr schnell die Wildviruspopulation ersetzen, was sich
klinisch als Anstieg der Virämie unter der Therapie („break-
through“) manifestiert. Die Resistenzbarriere differiert zwi-
schen den Wirkstoffklassen und ist bei den Proteaseinhibito-
ren der ersten Generation sehr niedrig, bei den nukleosidischen
NS5B-Inhibitoren hingegen sehr hoch.

Ein weiteres Problem ist das Auftreten von Kreuzresistenzen.
So führen beispielsweise die Mutationen R155K/T/Q oder
A156S/T/V in der NS3/4A-Protease zu einer Resistenz gegen
Telaprevir, Boceprevir und zahlreiche andere Proteaseinhibi-
toren. Initial haben diese Resistenzvarianten eine eingeschränk-
te Replikationskompetenz, unter andauernder Therapie kommt
es jedoch zur Selektion von sekundären und tertiären Resis-
tenzmutationen, die den Replikationsdefekt ausgleichen. Sol-
che adaptierten Resistenzvarianten können sich dann vermut-
lich sehr lange im Körper halten, auch wenn die Therapie
abgesetzt wird. Deshalb wird bei der zukünftigen Dreifachthe-
rapie die engmaschige Bestimmung der Viruslast unter der
Therapie eine wichtige Rolle spielen, um bei Therapieversa-
gen die Selektion von angepassten Resistenzvarianten zu ver-
hindern.

Aufgund der hohen Nebenwirkungen von Interferon und Riba-
virin und der zahlreichen Kontraindikationen wird die Inter-
feron-freie Therapie der chronischen Hepatitis C der angestrebte
Goldstandard sein. Dass dies grundsätzlich möglich sein kann,
haben erste klinische Studien gezeigt. So führten Gane et al.
[51] die erste Interferon-freie orale Kombinationstherapie be-
stehend aus den selektiven HCV-Inhibitoren RG7128, einem
nukleosidischen Polymeraseinhibitor mit hoher Resistenzbar-
riere, und Danoprevir, einem Proteaseinhibitor mit niedriger
Resistenzbarriere, bei Patienten mit chronischer HCV-Geno-
typ-1-Infektion durch (INFORM-1). Während der 14-tägigen
Therapie zeigten fast alle Patienten eine deutliche Reduktion
der Viruslast und es wurde kein „break-through“ beobachtet.
Die Kombination beider Wirkstoffe war gut verträglich und kein
Patient musste die Therapie abbrechen. Neuere Studien mit
Kombinationen anderer selektiver Wirkstoffe lassen vermuten,
dass eine Interferon-freie Therapie der chronischen Hepatitis
C keine Fiktion, sondern eine realistische Möglichkeit ist.

!!!!! Antivirale Wirksubstanzen gegen Wirts-

zellproteine

Die rasche Selektion von Therapieresistenzen ist ein großes
Problem. Eine Alternative hierzu sind selektive Therapien, bei
denen der Wirkstoff gegen ein Wirtszellprotein gerichtet ist,
das für die HCV-Vermehrung essenziell ist. Hier ist die geneti-
sche Barriere besonders hoch, da sich unter dieser Therapie
nur solche Virusvarianten entwickeln können, deren Replika-
tion weniger abhängig vom jeweiligen zellulären Faktor ist.
Auch diese Strategie wird bei der Entwicklung HCV-spezifi-
scher Therapiestrategien verfolgt. Um den Eintritt der Virus-
partikel in die Zielzelle zu verhindern, werden neutralisieren-
de Antikörper sowie kleine organische Moleküle entwickelt,
die die Interaktion der viralen Hüllproteine (E1/E2) mit den
Wirtszellrezeptoren blockieren. Eine weitere Möglichkeit ist
der Eingriff in den Prozess der Montage neuer Virionen,
beispielsweise durch Hemmung des VLDL-Synthesewegs [52,
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!!!!! Relevanz für die Praxis und Fragen

Die chronische Hepatitis C ist ein bedeutsames medizinisches
Problem. Die gegenwärtige Standardtherapie besteht aus
pegyliertem Interferon α und Ribavirin, deren Erfolg je-
doch in hohem Maße vom Genotyp des infizierenden Virus
und bestimmten Polymorphismen des Patienten abhängt.
Außerdem ist diese Therapie mit starken Nebenwirkungen
verbunden, teuer und beinhaltet zahlreiche Kontraindika-
tionen. Aufgrund dieser Limitationen wurden selektive
Wirkstoffe entwickelt, wofür die Etablierung adäquater
Zellkultursysteme für das HCV eine unabdingbare Voraus-
setzung war. Von großer Bedeutung war das Replikonsys-
tem, das als erstes verfügbar wurde und das die intrazellu-
lären Schritte der Virusvermehrung rekapituliert. Mithilfe
dieses Systems wurden zahlreiche Wirkstoffe gegen die 3
Hauptangriffsziele, die NS3/4A-Protease, das NS5A und

die NS5B-RNA-Polymerase, entwickelt. Am weitesten fort-
geschritten sind die NS3/4A-Proteaseinhibitoren Telaprevir
und Boceprevir, die im Mai 2011 in den USA zugelassen
wurden. Ein weiterer wichtiger Schritt war die Entwick-
lung eines Zellkultursystems, das die Produktion infektiö-
ser HCV-Partikel im Labor erlaubt und das alle Schritte der
Virusvermehrung rekapituliert. Mithilfe dieses Systems
konnten wichtige Einblicke insbesondere in die frühen und
späten Stadien der Virusvermehrung gewonnen und neue
Angriffsziele für die Therapie der Hepatitis C definiert
werden.

1. Was ist eines der Hauptangriffsziele selektiver Wirk-
stoffe gegen das Hepatitis-C-Virus?
a) Core Protein
b) NS5A
c) E1-Protein
d) 3’-NTR

2. Wie wirken die NS3/4A-Proteaseinhibitoren?
a) Sie blockieren die Assoziation von NS3 mit NS4A.
b) Sie beschleunigen die Assoziation von NS3 mit NS4A.
c) Sie blockieren die Spaltung des Polyproteins und un-

terbinden somit die Neubildung von Replikations-
komplexen.

d) Sie blockieren die Spaltung des Polyproteins und un-
terbinden die Virusreifung.

3. Welche Aussage über nicht-nukleosidische Inhibito-
ren für die Hepatitis-C-Therapie trifft zu?
a) Nicht-nukleosidische Inhibitoren hemmen die NS5B-

Polymerase nicht, sondern werden in die replizieren-
de RNA eingebaut und führen zum Kettenabbruch.

b) Nicht-nukleosidische Inhibitoren binden direkt an die
NS5B-Polymerase und führen zu deren allosterischer
Hemmung.

c) Nicht-Nukleoside binden direkt an das NS5A und
führen zu dessen allosterischer Hemmung.

d) Boceprevir gehört zur Klasse der nicht-nukleosidi-
schen Inhibitoren.

4. Welche Aussage zur Entstehung der HCV-Resistenz
trifft nicht zu?
a) Die tägliche Virusproduktion ist enorm hoch und be-

trägt ca. 1012 Partikel pro Tag.
b) Die Fehlerrate der NS5B-RNA-Polymerase ist sehr

hoch und beträgt ca. 10–5.
c) Viele Resistenzvarianten sind schon vor der Thera-

pie existent.
d) Resistenzvarianten entstehen erst während der The-

rapie.
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