Einleitung

1 Einleitung

Virusinfektionen verursachen haufig medizinisch und wirtschaftlich bedeutungsvolle
Erkrankungen beim Pferd (BARTON 2010). Dazu zé&hlen vor allem Infektionen mit
Influenzaviren (MORLEY et al. 2000) und Herpesviren (PATEL u. HELDENS 2005).
In den vergangenen funf Jahren wurden neue Hepaciviren (KAPOOR et al. 2011;
BURBELO et al. 2012; DREXLER et al. 2013; QUAN et al. 2013; BAECHLEIN et al.
2015) und Pegiviren (CHANDRIANI et al. 2013) in der Familie Flaviviridae entdeckt.
Ein neuer Vertreter aus dem Genus Hepacivirus ist das nicht-primate Hepacivirus
(NPHV), das zunachst bei Hunden (KAPOOR et al. 2011) und anschliel3end bei
Pferden (BURBELO et al. 2012) gefunden wurde. Erste Untersuchungen zeigten,
dass das Pferd der nattrliche Wirt des nicht-primaten Hepacivirus (NPHV) ist und
dass das Virus phylogenetisch mit dem Hepatitis C Virus (HCV) des Menschen sehr
eng verwandt ist (BURBELO et al. 2012). Beim Menschen kann eine HCV-Infektion
akute oder chronische Leberschaden verursachen (HOOFNAGLE 1997). Obwohl
auch fur das NPHV ein Lebertropismus nachgewiesen wurde, verlauft die Infektion
bei Pferden meist klinisch inapparent (PFAENDER et al. 2015). In Serumproben von
Vollblutpferden wurden im Vergleich zu anderen Rassen haufiger virale NPHV RNA
und anti-NPHV NS3 (Nichtstrukturprotein 3) Antikbrper nachgewiesen (PFAENDER
et al. 2015). Die Ursache fur die hohere Pravalenz von NPHV-Infektionen bei Voll-
blutpferden sowie natirliche Ubertragungswege einer NPHV-Infektion sind bisher
unbekannt und Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen.

Im Rahmen einer Querschnittstudie wurden daher zunachst die Pravalenzen von
anti-NPHV NS3 Antikorpern und von viraler NPHV RNA in Serumproben von Voll-
blutpferden aus Nord- und Westdeutschland bestimmt. Anschlie3end wurden poten-
tielle Risikofaktoren ermittelt, die einen Einfluss auf das Vorkommen von NPHV-
Infektionen besitzen, um damit Informationen zum Ubertragungsweg des Virus zu
erhalten. Eine Einschéatzung zur klinischen Relevanz sollte anhand von hamatologi-
schen Untersuchungen und tber die Bestimmung von blutchemischen Parametern in

den Serumproben erfolgen.

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Literaturiibersicht

2 Literaturibersicht

2.1 Das Hepatitis C Virus (HCV)

Das Hepatitis C Virus (HCV) verursacht beim Menschen akute oder chronische Le-
bererkrankungen. Neben den akuten Infektionen, die meist subklinisch verlaufen und
kaum Komplikationen mit sich bringen, sind es vor allem die chronischen Infektionen,
die mit lebensbedrohlichen Organschaden einhergehen kdnnen. Weltweit infizieren
sich 3 - 4 Millionen Menschen pro Jahr neu, ca. 170 Millionen Menschen sind chro-
nisch infiziert (MOHD HANAFIAH et al. 2013) und nahezu 350.000 Menschen ster-
ben jahrlich an den Folgen einer Hepatitis C Infektion, die zu Leberzirrhose oder Le-
berkarzinomen fuihren kann (DAVILA et al. 2004; PERZ et al. 2006). Die vorhande-
nen Medikamente sind insbesondere fir Menschen aus Entwicklungsléandern schwer
zuganglich und sehr teuer (NEGRO 2014). Zusatzlich existiert derzeit kein prophylak-
tischer bzw. therapeutischer Impfstoff (BILLERBECK et al. 2013), weil fir dessen
Entwicklung ein geeignetes Tiermodell fehlt (BUKH 2012).

2.1.1 Vorkommen und Genotypen des HCV

Das Hepatitis C Virus, friher Nicht-A / Nicht-B Hepatitis-Virus, wurde bereits in den
1960er Jahren gefunden (FEINSTONE et al. 1975). Erst 1989 gelang es CHOO et al.
das Genom zu klonieren. Experimentelle Infektionsversuche zeigten, dass neben
den Menschen auch Schimpansen mit dem Virus infiziert werden kénnen und er-
kranken (TABOR et al. 1978; KOLYKHALOV et al. 1997). Der Ursprung des Virus ist
jedoch weiterhin unbekannt (SIMMONDS 2013).

Das Vorkommen unterschiedlicher Nukleotid Sequenzen (29 — 34 %) des HCV fuhrte
zu einer Gliederung des HCV in Genotypen (LINDENBACH et al. 2013). Die Genoty-
pen werden wiederum in Subtypen eingeteilt (SMITH et al. 2014), die sich aus ver-
schiedenen Isolaten zusammen setzen. Bei Unterschieden von 1 - 5 % der Nukleo-
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tidsequenzen bezogen auf Virusgenome aus ein und demselben Tier, liegen
Quasispezies vor (HOOFNAGLE 2002).

Obwohl das Hepatitis C Virus weltweit endemisch zu finden ist, wurde eine hohere
Pravalenz fur Afrika und Asien im Vergleich zu Nord-Amerika, West-Europa und
Australien beschrieben (SHEPARD et al. 2005). Derzeit sind etwa 19 Millionen Men-
schen in Europa mit dem Virus infiziert (NEGRO 2014).

Die 7 Genotypen des Hepatitis C Virus weisen geographisch unterschiedlich hohe
Pravalenzen auf (SIMMONDS 2004). In Nord-Amerika und Europa kommen am h&u-
figsten die Genotypen 1a und 1b vor (WASLEY u. ALTER 2000). Eine auffallend ho-
he Pravalenz der Genotypen 1la und 3a tritt bei Drogenkonsumenten auf (PYBUS et
al. 2005). In Asien findet haufig eine Infektion mit dem HCV Genotyp 1b und in China
mit dem Genotyp 6 statt. Der Genotyp 4 kommt vor allem im mittleren Osten und
Norden Afrikas vor. Die Genotypen 5 und 7 treten fast nur in Afrika auf (SIMMONDS
2004). Die genetisch grof3ten Abweichungen bestehen zwischen dem Genotyp 4 aus
Afrika und dem Genotyp 6 aus Sudostasien und sind vermutlich vor 350 - 700 Jahren
entstanden (PYBUS et al. 2001). Im Vergleich dazu scheint das HCV in westlichen
Landern erst vor etwa 100 Jahren aufgetreten zu sein (GRAY et al. 2011), sodass
eine Ausbreitung aus Afrika bzw. Sidostasien in die westlichen Lander vermutet
werden kann. Die spatere Teilung und Verbreitung des Genotyps 1 in die Subtypen a
und b fand vor etwa 60 - 70 Jahren statt (SIMMONDS et al. 2005) und kénnte im Zu-
sammenhang mit dem zweiten Weltkrieg und der damals vorherrschenden mangel-
haften medizinischen Versorgung sowie dem Einsatz von Bluttransfusionen stehen
(SIMMONDS 2013).

2.1.2 Taxonomie und Struktur des HCV

Das Hepatitis C Virus gehdort zum Genus Hepacivirus und bildet zusammen mit den
Pegiviren, den Pestiviren und den Flaviviren die Familie der Flaviviridae
(SIMMONDS 2013).

Das HCV ist ein behdulltes Virus mit einer positiven Einzelstrang-RNA und einer Lan-
ge von 9,6 Kilobasen (VON HAHN et al. 2010). Die RNA setzt sich zusammen aus

dem offenen Leserahmen (open reading frame = ORF) und den beiden angrenzen-
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den untranslationierten Bereichen (untranslated region = 5’UTR und 3‘UTR) am 5
und 3 Ende (LINDENBACH et al. 2013). In der S’UTR liegt die Bindungsstelle fur das
Ribosom an die RNA [internal ribosome entry site (IRES)] und zwei micro RNA (miR)
-122 Bindungsstellen, die essentiell fur die Replikation in der Leber sind (WILSON wu.
SAGAN 2014). Die Nukleotide des offenen Leserahmens kodieren fur ein Polyprotein
aus 3011 Aminosauren. Das Polyprotein wird nach der Translation in der Wirtszelle
mittels zellularer und viraler Proteasen in 10 virale Proteine gespalten
(LINDENBACH et al. 2013). Am N-terminalen Ende der ORF befinden sich die Gene,
die vor allem fur die Strukturproteine kodieren, zu denen das core-Gen, das E1-Gen
und das E2-Gen gehoren. Uber die Vervielfachung des core-Gens entstehen Protei-
ne fur die Nukleokapsidkapsel und Uber die Gene E1 und E2 werden Oberflachen-
strukturproteine exprimiert, die fur den Eintritt in die Wirtszelle benotigt werden.
Gleichzeitig bieten diese Oberflachenstrukturproteine Angriffsflachen fur spezifische
Antikorper des Wirtsorganismus. Zwischen den Struktur- und den Nicht-
Strukturproteinen befindet sich das p7-Gen. Dieses Protein ist wichtig fur den Zu-
sammenbau und die Freisetzung von Viruspartikeln, ist jedoch nicht notwendig fur
die Virusreplikation. Zum C-terminalen Ende der ORF schlie3en sich die Gene: NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B an. Diese Gene kodieren vor allem fur Nicht-
Strukturproteine, die fur die Replikation innerhalb der Wirtszelle verantwortlich sind
und fur Strukturproteine, die fur den Zusammenbau (Assembly) und die Freisetzung
(Release) des Virus aus der Zelle benétigt werden (VON HAHN et al. 2010). Von be-
sonderer Bedeutung ist das Gensegment NS5B, das fur die RNA abhangige RNA-
Polymerase kodiert. Die Polymerase ist sehr fehleranféllig, weil ein Korrektur-
Lesesystem fehlt (BARTENSCHLAGER u. LOHMANN 2000). Zusatzlich ist die Rep-
likationsrate des Virus mit einer Produktion von 10 bis 10'? Virionen pro Tag
(NEUMANN et al. 1998) sehr hoch. Dadurch entsteht eine grol3e Genvielfalt und in-
nerhalb eines infizierten Wirtes kbnnen genetisch eng verwandte, aber verschiedene
Variationen des Virus, Quasispezies, auftreten (HOOFNAGLE 2002). Zusammenfas-
send sind die Strukturproteine vor allem wichtig fur die extrazellulare Existenz als

Virion, den Zelleintritt und die Immunevasion und die Nicht-Strukturproteine vor allem
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fur die virale Replikation und dem Virus-Zusammenbau, der an die Lipoprotein Bio-
genese gekoppelt ist (BARTENSCHLAGER et al. 2011).

2.1.3 In vitro Modelle und in vivo Modelle

Der Replikationszyklus des Hepatitis C Virus beginnt mit dem Kontakt des Virus mit
der Wirtsmembran (Attachment). Der anschlieBende Zelleintritt verlauft Gber eine
rezeptorvermittelte Endozytose mit Verschmelzen der Virusmembran und der Wirts-
membran. Im Zytoplasma wird die virale RNA freigesetzt (uncoating). Die darauffol-
gende Translation findet am endoplasmatischen Retikulum der Wirtszelle statt. Nach
der Translation entsteht ein Replikationskomplex, der durch die Nichtstrukturproteine
NS3-NS5B gebildet wird (membranous web). Im letzten Schritt werden die neugebil-

deten Viruspartikel aus der Wirtszelle freigesetzt (Assembly).

In den vergangenen Jahren konnte tber die Entwicklung und Nutzung von Replikon-
systemen (LOHMANN et al. 1999), HCV-Pseudopartikeln (HCVpp) (BARTOSCH et
al. 2003) und Zellkultur-abgeleiteten HCV-Partikeln (cellculture-derived HCV particles
= HCVcc) (LINDENBACH et al. 2005) der gesamte Lebenszyklus des HCV in vitro
untersucht werden. Ein immunkompetentes, geeignetes Tiermodell zur Entwicklung
von prophylaktischen bzw. therapeutischen Impfstoffen fehlt jedoch (BILLERBECK et
al. 2013).

2.1.3.1 In vitro Modelle

Die ersten Versuche, das Hepatitis C Virus anzuzichten, um Informationen tber den
Lebenszyklus zu erhalten, begannen 1989 und blieben lange erfolglos (STEINMANN
u. PIETSCHMANN 2013). Erst 1999 konnten erste Informationen zum Replikations-
mechanismus des HCV uber die Entwicklung von Replikonsystemen gewonnen wer-
den (LOHMANN et al. 1999). Durch die Synthese einzelner Genabschnitte aus dem
HCV Genom (insbesondere der Gene NS3 bis NS5B) an Reportergene kann eine
HCV Replikon-RNA erstellt werden. Diese kann in menschlichen Leberzelllinien (hu-

man hepatoma cells, HuUH7) repliziert werden und damit Aufschliisse Uber den Repli-
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kationsmechanismus des HCV geben. Einen weiteren Fortschritt brachte die Ent-
wicklung sogenannter HCV Pseudopartikel (HCVpp), mit denen die Eintrittsschritte
des Virus in die Zielzelle untersucht werden konnten (BARTOSCH et al. 2003). Dabei
exprimieren Retroviren an ihrer Oberflache die HCV Oberflachenproteine E1 und E2.
Diese werden nach in vitro Transfektion von drei Plasmiden gewonnen. In das erste
Plasmid ist ein retrovirales Gen, welches ein Reportergen beinhaltet, eingebaut. In
das zweite Plasmid werden die retroviralen gruppenspezifischen Antigene gag und
pol und in das dritte die HCV Gene E1 und E2 integriert. Die gag kodiert unter ande-
rem flur die Kapsidproteine und die pol fir die Reverse Transkriptase.

Schlie3lich gelang es 2005 mit der Entdeckung des HCV-Isolates der Japanese ful-
minant hepatitis 1 (JFH1) vom Genotyp 2a, Zellkultur-abgeleitete HCV-Partikel
(HCVcc) in vitro zu gewinnen mit denen der gesamte Lebenszyklus vom Viruseintritt
bis zur Freisetzung neuer infektioser Viren untersucht werden konnte (LINDENBACH
et al. 2005). Durch die Bildung von JFH-Chiméren war es letztlich auch mdglich alle
anderen Genotypen und ihre Lebenszyklen zu untersuchen (STEINMANN u.
PIETSCHMANN 2013).

2.1.3.2 In vivo Modelle

Trotz der Fortschritte im Bereich der Entwicklung von in vitro Modellen gibt es derzeit
aulRer Schimpansen kein immunkompetentes, geeignetes Tiermodell fir das Hepati-
tis C Virus (BILLERBECK et al. 2013).

Die Forschung an Schimpansen lieferte wertvolle Informationen tber den Krank-
heitsverlauf, die Reaktionen des angeborenen und erworbenen Immunsystems auf
eine Infektion und die Wirksamkeit neuer Medikamente oder Impfstoffe. Obwohl bei
Schimpansen seltener schwerwiegende Lebererkrankungen mit Fibrosen, Zirrhosen
oder Karzinomen auftreten, sollte der Einsatz von Menschenaffen im Tierversuch aus
ethischen Grinden stets kritisch hinterfragt werden (BILLERBECK et al. 2013).

Des Weiteren entdeckten Forscher, dass noérdlichen Spitzhérnchen (Tupaia belan-
geri) fur das Hepatitis C Virus empfanglich sind (AMAKO et al. 2010). Experimentell
infizierte Spitzhérnchen zeigten klinische Symptome einer milden Hepatitis und einer

intermittierenden Viramie. Mittels histologischer Untersuchungen konnten zusatzlich
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Leberveranderungen, wie Verfettung, Fibrosen und Zirrhosen bestatigt werden
(AMAKO et al. 2010). Weitere Studien werden zeigen, inwiefern die Tiere fur die
HCV-Forschung eingesetzt werden konnen (BILLERBECK et al. 2013).

Derzeit wird vor allem an genmanipulierten, partiell-immunkompetenten Mausen ge-
forscht, die mit dem HCV infiziert werden kénnen (BUKH 2012; VERCAUTEREN et
al. 2015). Genmanipuliert, partiell-immunkompetent bedeutet, dass die Mause eine
chiméare Leber aus Maus- und Menschen-Hepatozyten ausbilden und menschliche
CD34" haematopoetische Stammzellen aufweisen. Dieses System bietet eine gute
Maglichkeit Informationen tber den Lebenszyklus, die Pathogenese und erste Wir-
kungen von Medikamenten zu erhalten. Nachteilig ist, dass die Mause nicht geztich-
tet werden kdnnen und das es sich nur um ein partiell-immunkompetentes Tiermodell
handelt. Das heil3t, dass immunologische Vorgange und Wirkungen von Impfstoffen
in diesem Modell nicht untersucht werden konnen (BILLERBECK et al. 2013).

2.1.4 Ubertragungswege des HCV

Das Hepatitis C Virus wird von Mensch zu Mensch Uber den parenteralen Kontakt zu
virushaltigem Blut oder Blutprodukten tbertragen (FIORDALISI et al. 1997; VON
HAHN et al. 2010). Aufgrund der heutigen verbesserten technischen Maoglichkeiten
und standardisierten Untersuchungen ist der Ubertragungsweg (ber Bluttransfusio-
nen (SCHREIBER et al. 1996) mit Ausnahme von Infektionen in den Entwicklungs-
landern selten geworden. In den Entwicklungslandern herrscht zudem ein erhéhter
Infektionsdruck in Gesundheitseinrichtungen, in denen nicht ausreichend gesauberte
und sterilisierte medizinische Produkte, insbesondere Spritzen und Nadeln, wieder-
verwendet werden (KANE et al. 1999; ILES et al. 2013; NEGRO 2014).

Mit der Verbreitung von Spritzen und Injektionsmaterialien im zwanzigsten Jahrhun-
dert nahm die Ausbreitung des HCV stark zu (GLOBAL BURDEN OF HEPATITIS
2004). Drogenkonsumenten stellen seitdem eine Hauptrisikogruppe fur HCV-
Infektionen, insbesondere der Genotypen la und 3a dar (TREPO u. PRADAT 1999;
PYBUS et al. 2005). Neben dem intravendsen Drogenmissbrauch konnte eine Studie
von CONRY-CANTILENA et al. (1996) belegen, dass Personengruppen, die intrana-
sal Kokain konsumieren, eine weitere Risikogruppe fir HCV-Infektionen darstellen.
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