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SANTRAUKA

REIKSMINIAI ZODZIAL: hepatito C virusas, genomas, strukti-
ra, gyvavimo ciklas.

Hepatito C sukéléjas yra apie 50 nm skersmens, priklau-
santis Flaviviridae Seimos Hepacivirus rusiai RNR virusas.
HCV genomas pasléptas $erdinio baltymo struktaroje —
nukleokapsidéje, kuri yra padengta bilipidinio sluoksnio
membrana su apvalkalo baltymy kompleksais. HCV ge-
nomas susidaro i§ dviejy netransliuojamy regiony ir atviro
skaitymo rémelio, kuriame yra uzkoduotas HCV polibalty-
mas. Veikiamas hepatocito ir viruso proteaziy polibaltymas
sukarpomas | atskirus struktarinius (Serdinis C, apvalkalo
El ir E2) ir nestruktirinius (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B) HCV baltymus, kurie pagal savo savybes yra
polifunkciniai. Straipsnyje pristatyta HCV baltymuy ir gyva-
vimo ciklo charakteristika, remiantis naujausiais literataros
duomenimis, $iy Ziniy pritaikymas hepatito C infekcijos
laboratorinés diagnostikos ir gydymo optimizavimui.

ABSTRACT

KEey worps: Hepatitis C virus, genome, structure, life cycle

Hepatitis C pathogen is about 50 nm in diameter, posi-
tive single-stranded RNA virus that belongs to Flaviviridae
family, Hepacivirus genus. HCV has a nucleocapside with
viral genome coated by lipid membrane with incorporated
envelope protein complexes. HCV genome consists of two
non-translated regions (5’- and 3’-NTR) and open read-
ing frame with encoded viral polyprotein. Structural (core,
El and E2) and non-structural HCV proteins (p7, NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) occure after cleavage
of polyprotein by endoplasmatic reticulum signal peptidase
and viral proteases. The review presents current updates of
HCV life cycle and protein function, application of this
knowledge for optimization of HCV infection laboratory
diagnosis and treatment.

IvAaDAs

Virusas (lot. #nuodai) — tai submikroskopiné batybé, susi-
dedanti i$ vienos baltymais padengtos nukleininés ragsties
grandinés, kuri geba daugintis (replikuoti) tik augaly arba
gyviny lasteléje. Daugelis virusy yra patogeniski. Hepatito
C virusas (HCV) dauginasi tik primaty hepatocituose su-
keldamas kepeny uzdegima (virusinj C hepatita). Manoma,
kad pasaulyje yra per 170 000 000 HCV infekuoty Zmo-
niy. Apie 50-80 proc. infekuotujy suserga létine hepatito C
forma, i$ ju 4-20 proc. per dvidesimt mety issivysto kepeny
cirozé, kuri 2-25 proc. komplikuojasi pirminiu kepeny na-
viku — hepatoceliuline karcinoma [1, 2].

Tai, kad virusinj hepatita zmonéms sukelia ne tik hepa-
tito A ir B virusai, tapo aisku nuo praeito $imtmecio astuo-
niasdesimtujy vidurio [3, 4]. O 1980 metais buvo i$samiai
apradyta nei-A, nei-B virusinio hepatito klinika [5]. Taciau
niekaip nepavykdavo nustatyti $io virusinio hepatito suke-
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léjo. HCV ribonukleininé ragstis (HCV RNR), tiksliau,
polibaltyma koduojancia nukleotidy seka, buvo nustatyta
tik 1989 metais [6]. Tais pacdiais metais buvo sukurtas ir
anti-HCV antikany diagnostinis testas [7].

HCV SANDARA IR SAVYBES

HCV yra smulkus, apie 50 nm skersmens, mazesnis uz
matomos $viesos bangos ilgj, todél bespalvis, priklausantis
Flaviviridae $eimos Hepacivirus rusiai virusas, jo genomas
(vienvija RNR grandiné) supakuotas i Serdinio baltymo
(core) polimering struktiira, vadinamg kapside, kuri pa-
dengta bilipidinio sluoksnio membrana su joje jtvirtintais
apvalkalo baltymy E1 ir E2 kompleksais (£ — envelope) (1
pav.).

HCV, kaip ir kiti RNR virusai, linkes mutuoti, nes
RNR-polimerazé (fermentas, atsakingas uz HCV geno-
mo replikacija) padaro nemazai klaidy (iki 10 nukleotidy
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1 pav. HCV sandaros schema

vienam HCV genomui) [8]. Tai suteikia virusui pavojinga
gyvybinguma, ta¢iau kartu HCV nestabilus, Zasta kraujo
méginiuose ir bioptatuose, laikant kambario temperatiiroje,
pakartotinai Saldant ir Sildant, dél RNA-ziy (fermentu, ar-
danc¢iy RNR grandines). HCV taip pat greitai Zasta saulés
$viesoje, veikiant Silumai, ozonui, detergentams ir dezin-
fektantams [9]. Todél didziausia rizika uzsikrésti HCV yra
tiesioginis kraujo, atviros Zaizdos arba gleivinés kontaktas
su virusu: kraujo perpylimai, invazinés procediros ir pan.

[10].

HCV GENOTIPAI, SUBTIPAI IR PADERMES

HCV genotipai — tai HCV variantai, besiskiriantys 1/3
genomo sekos. Siuo metu nustatyta 11 HCV genotipy (1
lentelé). Pagrindiniai HCV genotipai yra 1-6, o 7-11 pagal
nukleotidy seka yra labai panasus | 6 genotipa ir randami
tik atskiruose geografiniuose regionuose [11]. Labiausiai
pasaulyje yra paplite 1-3 HCV genotipai [12].

HCV subtipai — tai HCV genotipo variantai, besiskirian-
tys tarp saves iki 10-20 proc. nukleotidy sekos. Ju nustatyta
daugiau nei 100, pagrindiniai i$vardinti 1 lentel¢je.

HCV padermés (quasispecies) — maziau nei 5-10 proc.
nukleotidy, sekos besiskiriantys tam tikro HCV genotipo
ir subtipo variantai. Esant aktyviai viruso replikacijai, ser-
ganciojo letine HCV infekcija Zzmogaus organizme nuolat
atsiranda naujy viruso padermiu. Tai viena i$ infekcijos

1 LENTELE. HCV GENOTIPAI IR SUBTIPAI

HCV genotipai HCYV subtipai
1 la, 1b, Ic
2 2a, 2b, 2¢
3 3a, 3b
4 4a, 4b, 4c, 4d, 4e
5 Sa
6 6a
7 7a, 7b
8 8a, 8b
9 9a
10 10a
11 11a

2 LENTELE. GEOGRAFINIS HCV GENOTIPU IR SUBTIPU

PASISKIRSTYMAS
HCYV genotipai | Geografiniai regionai
la Daugiausiai randamas Siaurés ir Piety
Amerikoje, daZnas Australijoje
1b Daugiausiai randamas Europoje ir Azijoje
2a Dazniausias i$ 2 genotipo Japonijoje ir Ki-
nijoje
2b Dazniausias i§ 2 genotipo JAV ir Siaurés
Europoje
2c Dazniausias i§ 2 genotipo Vakary ir Piety
Europoje
3a Dominuojantis Australijoje (40 proc. atve-
ju) ir Piety Azijoje
4a Dominuojantis Egipte
4¢ Dominuojantis Centrinéje Afrikoje
5a Dominuojantis tik Piety Afrikoje
6a Paplites tik Honkonge, Makau ir Vietna-
me
7air 7b Daznas Tailande
8a, 8b, 9a Dazniausias Vietname
10a, 11a Randamas Indonezijoje

chronizacijos priezas¢iy. Manoma, bet dar nejrodyta, kad
padermés lemia ligos progresavima ir gydymo efektyvuma
[12].

Pastebéta, kad skirtinguose Zemés regionuose HCV ge-
notipai ir subtipai pasiskirste nevienodai ( 2 lentelé) [11].
Taip pat yra ligos eigos skirtumuy: esant HCV 1 genotipui
(ypac 1b) sergantiesiems létiniu C hepatitu greiciau issivys-
to fibrozé po kepeny transplantacijos, bet nattraliam fib-
rozés progresavimui HCV genotipai jtakos neturi; HCV 3
genotipas patvirtintas kaip nepriklausomas steatozés rizikos
faktorius [13-15]. Antivirusinio gydymo efektyvumas irgi
priklauso nuo HCV genotipo: geriau atsako j gydyma uzsi-
kréte HCV 2, kiek blogiau — 3 genotipu, sunkiausiai pasi-
duoda gydymui 1 ir 4 genotipai, todél skirtingiems genoti-
pams rekomenduojama taikyti skirtingas gydymo schemas
[16].

HCV genomas yra labai mazas, jj sudaro tik vienas genas
(apie 9600 nukleotidu), bet kaip ir daugumos, ypa¢ RNR
virusy, demonstruoja stebéting polifunkcionaluma. HCV
geno struktara leidZia saugoti maksimaly kiekj genetinés in-
formacijos mazoje RNR grandinéje, nes kickvienas geninis
produktas atlieka kelias funkcijas [17]. Geno pradzioje (5°)
ir pabaigoje (3°) yra netransliuojami regionai (N7R — non
translated regions), kurie nekoduoja baltyminés sekos, bet
atlieka svarbias reguliacines funkcijas viruso geno ekspresi-
jos ir replikacijos metu ( 2 pav).

5-NTR, kurj sudaro apie 340 nukleotidu, yra translia-
cijg inicijuojantis kodonas ir IRES (internal ribosome entry
site) — tiesiogiai su ribosomos 40S subvienety HCV gena
risan¢ia nukleotidy seka, kuri uztikrina greita baltymy
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2 pav. HCV genomo sandaros schema

NTR - nekoduojantys baltyminés sekos, replikacijos ir viruso geny ekspresija reguliuojantys genomo regionai;
IRES — nukleotidy seka, atsakinga uz HCV geno sujungima su ribosoma;

struktariniai HCV baltymai (sudaro kapsidg ir viruso apvalkala);

nestruktariniai HCV baltymai (viruso fermentai).

transliacija, virusui patekus j hepatocita [1]. IRES seka pra-
sideda nuo 40 ir baigiasi ties 370 nukleotidu, sutapdama
su koduojan¢iu HCV geno regionu [18]. 5-NTR turi su-
détingg antring strukeiira, kuri uztikrina tinkamg IRES ir
inicijuojancio kodono veikla, taip pat saveika su hepatocito
komponentais [19].

3°NTR (200-235 nukleotidy) sudaro trumpa (40 nu-
kleotidy) variabili seka, uracilo grandiné (poly-U) ir apie 98
nukleotidy labai konservatyvi seka. Mutacijos $io regiono va-
riabilioje sekoje tik sumazina viruso replikacijos greitj, o poli-
U ir konservatyvioje sekoje — visiskai stabdo replikacija [20].

Netransliuojami regionai yra gyvybiskai svarbis viruso
dauginimuisi, juose retai aptinkamos mutacijos, bet jy nu-

kleotidy seka skiriasi tarp genotipy ir subtipy. Todel HCV
RNR kokybinis ir kiekybinis nustatymas, taip pat genoti-
pavimas pagristas $iy regiony analize.

HCV geno dalis tarp netransliuojamy regiony vadina-
ma atviru skaitymo rémeliu (open reading frame). Tai geno
dalis, kurioje uzkoduota per 3000 aminorags¢iy grandiné
(jos ilgis skiriasi tarp HCV genotipy ir subtipy), sudaran-
ti vadinamajj polibaltyma, kuris procesingo metu paveiktas
hepatocito ir HCV proteaziy skyla j 10 atskiry virusiniy
baltymuy [21]. Vieni jy — struktariniai — sudaro viruso nu-
kleokapside (C- core) ir apvalkala (E1, E2), kiti — nestruk-
tariniai (NS - non-structural) — formuoja HCV replikacijos

kompleksa ( 2, 3 pav.).
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3 pav. HCV baltymai ir jy funkcijos
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HCYV BALTYMAI IR JU FUNKCIJOS

I$ HCV polibaltymo N-galo yra uzkoduotas $erdinis
baltymas, apvalkalo baltymai E1 bei E2 ir p7 (jony kana-
las), kurie atskeliami nuo polibaltymo, veikiant hepatocito
endoplazminio tinklo signalinémis proteinazémis (4 pav.)
[19, 22]. Nestruktiriniai HCV baltymai atskiriami nuo
polibaltyminés grandinés viruso proteinazémis — NS2 ir
NS3 [1].

HCV S$erdinis (core) baltymas — 21 kDa (-190 amino-
ragsciy) konservatyvios, mazai besiskiriancios tarp HCV
genotipy ir subtipy sekos Sarminis baltymas, kuris homo-
oligopolimerizacijos bidu formuoja viruso nukleokapside,
kurioje yra supakuota viruso RNR (4 pav.). Sis baltymas yra
polifunkcionalus — ne tik struktarinis, bet ir reguliacinis. Jis
reguliuoja kity HCV baltymy transliacija, dél struktariniy,
ypatumy gali saveikauti su daugybe hepatocito signaliniy
baltymy ir fermentu, slopindamas hepatocito apoptoze,
IFN geny ekspresija bei imuninj atsaka | HCV. Jis sutrikdo
lipidy apykaitos procesus, skatina steatozg, gali moduliuoti
signalo perdavimg ir geny transliacija hepatocite [20, 23,
24].

El, E2 — labai variabilios sekos (E2 sekoje yra du hiper-
variabilas HCV genomo regionai), 35 ir 70 kDa glikopro-
teinai (-190 ir ~370 aminoragsciu), formuojantys heterodi-
merinius kompleksus HCV apvalkalo bilipidinio sluoksnio
pavirSiuje (4 pav.). Jie vaidina pagrindinj vaidmenj HCV
prasiskverbimo | hepatocitg ir gyvybingy virusy formavimo

ir i$skyrimo procesuose. E1 ir E2 pasizymi dideliu afinis-
kumu lipoproteinams ir lipidy apykaitos junginiams bei jy
receptoriams [25]. Manoma, kad virusui patekus j kraujo-
taip ,uzsimaskaves“ HCV pasiekia kepenis [26].

NS1 arba p7 — Sio 7 kDa (63 aminoraigs¢iy) baltymo
funkcijos iki galo neisaiskintos, bet pagal savo struktirg jis
grei¢iausiai yra jony kanalas [27]. Pagrindiné jony kanalo
(viroporino) funkcija yra sudaryti viruso fermentams pa-
lanky jony gradienta tarp hepatocito endoplazminio tinklo
iSorinés ir vidinés membranos, uztikrinant efektyvia viruso
replikacija.

NS2 - 23 kDa (250 aminortgsciy) hidrofobiné nuo
Zn-priklausoma cisteino proteinazé. Po p7 atskilimo nuo
polibaltymo NS2 aktyvuojasi, sudaro kompleksa su NS3
ir atsilaisvina [28]. Yra duomenu, kad NS2 inhibuoja hepa-
tocito apoptoze ir citokiny geny ekspresija [29, 30]. Kitos
funkcijos dar neisaiskintos.

NS3 — 70 kDa susideda i$ dviejy skirtingy funkciniy do-
meny. Serino proteinazés domenas (-190 aminoragséiu),
susijungdamas su NS2, kerpa polibaltyma ties NS2/NS3,
o komplekse su NS4A — ties 4A/4B, 4B/5A ir 5A/5B [30].
NTPazés/helikazés domenas (442 aminoragséiy) yra po-
lifunkcinis fermentas, svarbus viruso geno transkripcijai ir
replikacijai: i$vynioja dviguba RNR, atsirandancia HCV
replikacijos metu, vykdo NTP hidroliz¢ [31]. NS3 viruso
replikacijos ir baltymuy procesingo metu sudaro kompleksus
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4 pav. HCV gyvavimo ciklo schema
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ne tik NS2 ir NS4A, bet ir su NS4B, NS5A bei NS5B [32].
Tai rodo, kad NS3 yra vienas i§ esminiy HCV replikacijos
fermenty, ir daro jj patraukliu taikiniu antivirusiniams vais-
tams kurti.

NS4A — yra NS3 kofaktorius. Tai apie 8 kDa (54 ami-
noragsciy) baltymas, kuris aktyvuoja ir stabilizuoja NS3
serino proteinaze [30].

NS4B — 27 kDa hidrofobinis baltymas, indukuojantis
HCV replikacijos vietos — membraniniy vezikuliy (mzem-
branous web) — formavima. Siose vezikulése yra visas HCV
replikacijos kompleksas (5 pav.) [33].

NS5A — hidrofilinis apie 58 kDa fosfoproteinas. Ma-
noma, kad jis dalyvauja HCV replikacijos procesuose, gali
moduliuoti atsak | IFN terapija, inhibuoti IFN geny akty-
vacijos signala [34]. Bet iki $iol Zinios apie NS5A funkcijas
yra kontraversiskos [32].

NS5B - 68 kDa nuo RNR priklausoma RNR polimera-
z¢. Sis fermentas, panaudodamas HCV genoma kaip matri-
ca, replikacijos pradzioje pagamina genomo kopijas (minus-
strand RNA template), o i§ ju — naujus HCV genomus (p/us-
strand RNA) [35]. Kartu su NS3 NTPaze/helikaze NS5B
formuoja esming HCV replikacijos fermentinio komplekso
dalj, todel NS5B taip pat vertinamas kaip perspektyvus spe-
cifiniy antivirusiniy vaisty taikinys [32].

ARFP/F protein — neseniai nustatytas dar vienas HCV
baltymas (160 aminortgsciu), kuris susideda i§ dalies Serdi-
nio baltymo aminorugs¢iy sekos ir alternatyvaus (neturin-
¢io startinio AUG kodono) skaitymo rémelio sekos. Zino-
ma, kad jis atsiranda HCV gyvavimo ciklo metu, antikinai
pries ji randami infekuotojo kraujyje, bet jo transliacijos
mechanizmas ir vaidmuo tik pradétas aiskintis [1, 36].

HCV GYVAVIMO CIKLAS

Visavertis HCV gyvavimo ciklas vyksta tik kepenyse.
Nei Zmogaus hepatocitu, nei kity lasteliy kultaroje virusas
nereplikuoja. Zinios apie HCV gaunamos tik i$ eksperi-
mentiniy modeliy. Todél, nepaisant duomeny gausos, vis
dar nei$aiskinta, kaip virusas patenka j hepatocita, kaip su-
siformuoja ir issiskiria. Zinomi tik atskiri etapai (4 pav.).

Infekuoto Zmogaus kraujotakoje HCV randamas susi-
junges su lipoproteinais arba imunoglobulinais ir laisvas
(visiskai susiformaves arba be apvalkalo — tik nukleokap-
sidé) [32]. Manoma, kad | hepatocita virusas gali paklitati
tik susijunges su lipoproteinais per lipidy apykaitos recep-
torius, esancius hepatocito iSorinéje membranoje: LDLR
(Low Density Lipoprotein Receptor) ir SR B1 (Scavenger Re-
ceptor class B type 1) [26]. CD81 (tetraspaninas) — univer-
salus signalo perdavimo receptorius, kuris randamas beveik
visy lasteliy (i$skyrus eritrocitus ir trombocitus) iSorinéje
membranoje, — sudaro stabilius kompleksus su E1-E2 he-
terodimerais, todél taip pat buvo jvardijamas kaip HCV
receptorius. Bet pagal naujausius eksperimentinius duome-
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nis, labiausiai tikétina, kad CD81dalyvauja HCV isskyrimo
i$ hepatocito procese: jis susijungia su HCV citoplazmoje
ir perkelia virusa per hepatocito membrana | tarplasteling
ertme [26].

Patekes | hepatocita, HCV netenka apvalkalo ir nu-
kleokapsideés, atpalaiduoja RNR, kuri per IRES susirisa su
ribosoma, esancia Siurk$¢iame endoplazminiame tinkle, ir
prasideda viruso polibaltymo transliacija [18]. Polibaltymo
procesingo metu atsirade viruso struktriniai ir nestrukea-
riniai baltymai iSsidésto endoplazminio tinklo membrano-
je ir formuojasi vezikulés, kuriose vyksta HCV replikacija
[35]. Nustatyta, kad viruso replikacijoje dalyvauja <5 proc.
infekuotame hepatocite randamy HCV baltymy [37]. Koks
likusiy, baltymy vaidmuo ir kiti viruso formavimosi bei i$-
skyrimo etapai, dar nei$aiskinta [1].

HCV STRUKTUROS IR GYVAVIMO CIKLO ETAPUY
IDENTIFIKAVIMO NAUDA $I0OS INFEKCIJOS
LABORATORINES DIAGNOSTIKOS IR GYDYMO
TOBULINIMUI

Mokslinése laboratorijose gautos zinios apie HCV struk-
targ ir gyvavimo ciklg randa greitg pritaikyma klinikiné-
se laboratorijose. Nusta¢ius HCV geno nukleotidy seka,
konservatyvius, variabilius bei genotipams ir subtipams
specifiskus regionus, buvo sukurti HCV RNR ir genotipy
nustatymo metodai. Daugumos gamintojy HCV RNR ko-
kybinio ir kiekybinio nustatymo rinkiniai analizuoja ypac
konservatyvy 5° HCV genomo regiona, kuris gerai atspindi
bendra HCV RNR kiekj. HCV genotipy ir subtipy nusta-
tyma taip pat galima atlikti analizuojant 5° regiong arba C,
E1, NS3, NS4 ir NS5B regionus, kuriuose rasti stabiliai is-
liekantys nukleotidy sekos skirtumai tarp zinomy genotipy,
ir subtipy [11].

HCV baltymy aminorags¢iy sekos isaiskinimas leido
sukurti jautrius anti-HCV antikiiny nustatymo metodus,
taikomus $ios infekcijos rasiavimo ir monitoringo tikslams,
taip pat viruso serotipavimui. Anti-HCV antikany nusta-
tymo rinkiniuose naudojamos rekombinantinés viruso bal-
tymy antigeninés determinantés.

Pirmos kartos anti-HCV antikany ELISA (enzyme-li-
ked immunoassay) rinkinys galéjo nustatyti antikanus tik
pries NS3 ir NS4 (C100-3 antigenas), jo jautrumas buvo
64 proc. [6, 7]. ELISA testui patvirtinti kiek véliau buvo
sukurtas anti-HCV RIBA (recombinant immunoblot assay),
kurio jautrumas siekia 55 proc. [38]. Nuo 1991 mety j kli-
nikines laboratorijas atéjo antros kartos anti-HCV ELISA
ir RIBA diagnostiniai testai su NS3, NS4 ir Serdinio balty-
mo antigeninémis determinantémis [39, 40]. O nuo 1993
mety trecios kartos anti-HCV ELISA ir RIBA testai nusta-
to antikanus pries Serdinio, NS3, NS4 ir NS5 baltymus, ju
jautrumas ir specifiskumas siekia 100 proc. [41, 42].

Sukauptos Zinios apie HCV baltymy struktarinius ir
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funkcinius ypatumus suteikia galimybe atlikti daugybe ti-
riamujy darbuy, kuriant HCV specifinius vaistus, kurie pa-
gerinty pegiliuoto interferono-ribavirino deriniu gydymo
efektyvuma arba leisty sukurti naujus gydymo metodus.

Viena i§ tokiy vaisty karimo krypciy yra infekcijos slo-
pinimas ankstyvoje stadijoje. Kei¢iant apvalkaliniy baltymy
erdving strukeira, sickiama uzkirsti kelig virusui patekti
hepatocita: kuriami polikloniniai ir monoklininiai anti-E1
ir anti-E2 antikainai (terapiné vakcinacija), bandoma modi-
fikuoti apvalkalo baltymy N-glikanus [43].

Taip pat ieSkoma budu, kaip sutrukdyti visaver¢iy HCV
formavimg ir i$siskyrima, blokuojant apvalkalo baltymy
glikozilinimg (pvz., afa-glukozidazés inhibitoriai), sulaikyti
HCV RNR transportg hepatocito endoplazminiu tinklu ir
jos IRES surisimg su ribosoma [44].

Bet perspektyviausi darbai, ieskant HCV geno translia-
cijos, transkripcijos ir replikacijos etapy inhibitoriu, atlikti,
pvz. NS3 proteazés-helikazés ir NS5B polimerazés inhibi-
toriai pasiekia klinikiniy tyrimy stadijas [35, 45]. Sie tyri-
mai teikia viltj, kad | kliniking praktika ateis nauja HCV-
specifisky vaisty karta.
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