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Das Schonste, was wir erleben konnen, ist das Geheimnisvolle. Es ist das
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Wer es nicht kennt und sich nicht mehr wundern, nicht mehr staunen kann,
der ist sozusagen tot und sein Auge erloschen.
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Danksagung

Mein erster Dank gilt meiner Familie, die mir in jeder Lage den Riicken frei gehalten hat,
meiner Frau Barbara und meiner Tochter Johanna.

Prof. E. Schreier danke ich recht herzlich fiir seine intensive fachliche und menschliche
Betreuung, seine Geduld bei allen Fragen und Problemen, fiir seinen Einsatz gegeniiber
allen seinen Mitarbeitern und seine stete umfangreiche Diskussionsbereitschaft.

Prof. R. Mutzel danke ich fiir die externe Betreuung meiner Doktorarbeit fiir die Freie
Universitat Berlin.

Hep-Net danke ich fiir die Finanzierung dieses Projektes und den Hep-Net Mitarbeitern
Frau S. Meyer und Frau C. Zapf fiir die freundliche Zusammenarbeit.

Besonderer Dank gilt den lieben Kollegen und Stiitzen der AG-Schreier: Dr. Andreas
Mas Marques, Bernd Vollnberg, Birthe Miiller, Daniela Gutt, Dr. Djin-Ye Oh, Heidrun
Linke, Heidrun Roeske, Kathrin Stanossek, Dr. Marina Hohne, Monika, Wolf, Paula Silva,
Dr. Sabine Diedrich, Sonja Zimmermann und Ute Péatzold.

PD Dr. T. Berg und Dr. T. Miiller mochte ich an dieser Stelle sehr herzlich fiir die
enge Kooperation im Hep-Net-Projekt, sowie fiir die Bereitstellung der HCV-Seren und
Patientendaten danken.

Prof. H. Hengel hatte immer eine offene Tiir fiir alle diejenigen, die seinen Rat suchten.
Vielen Dank fiir die rege Anteilnahme an diesem der CMV-Forschung doch entlegenen
Projekt. Die Bereitstellung von M27 als Positivkontrolle fiir die ISRE-Reporterassays war
eine grosse Hilfe.

An dieser Stelle mochte ich auch der gesamten AG Hengel danken, insbesondere Mirko
Trilling hat viel seiner Zeit investiert und ohne seine Hilfe wiren die EMSAs nicht zu
Stande gekommen. Khanh Le danke ich fiir das p-125-Luc™°-Plasmid. Dr. A. Zimmermann
mochte ich fiir die vielen interessanten Diskussionen danken, die mich jedesmal motiviert
haben und bei denen ich viel gelernt habe.

PD Dr. M Lu méchte ich sehr herzlich fiir die interessanten Ideen und Diskussionen
danken, sowie der Einladung nach Essen, um die Proben im Makroarray durchzutesten.
Dr. S. Guan danke ich sehr herzlich fiir die Einarbeitung in die Makroarrays. Weiterer
Dank geht an die Essener Kollegen Prof. M. Roggendorf, Dr. S. Viazov und M. aus dem
Siepen fiir die Kooperation im Rahmen von Hep-Net.

PD Dr. T. Wolff mochte ich fiir meine Zeit bei der NG2 danken, hier habe ich sehr viel
lernen konnen. Vielen Dank auch fiir die Bereitstellung von Plasmiden, inshesondere dem
NS1-Expressionsplasmid, Zelllinien und Virusstocks. Herzlichst gedankt sei hier auch den
Mitarbeitern der NG2 und insbesondere Gudrun Heins fiir ihre grosse Hilfsbereitschaft.

Dr. T. Buerckstuemmer danke ich fiir das exzellente anti-HCV-NS5A Serum.

PD. Dr. E. Miihlberger mochte ich sehr herzlich fiir die Bereitstellung des VP35
Expressionsvektors danken, Dr. J.-I. Miyazaki fiir den erstklassigen Expressionsvektor
pCAGGS und Dr. T. Fujita fiir den IFN-3G Reporter p-125-Luc.

Zu guter Letzt mdchte ich den zahlreichen Mitarbeitern, Kollegen, Korrekturlesern und
Freunden danken, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben und hier namentlich
leider keinen Platz mehr gefunden haben.






iii

Zusammenfassung

Zur Therapie der chronischen Hepatitis C wird derzeit pegyliertes Interferon (IFN)-« in
Kombination mit dem Nukleosidanalog «Ribavirin» eingesetzt. Der Erfolg der Kombi-
nationstherapie ist stark genotypabhangig. Derzeit sind etwa 40 % der Genotyp-1 und
70-80 % der Genotyp-2/3 Patienten in der Lage, das Virus nachhaltig zu eliminieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Mechanismus der Resistenz von HCV gegeniiber
der antiviralen IFN-Therapie untersucht. Als Grundlage zur molekularen Charakterisie-
rung dienten Seren von 9 Patienten mit den HCV-Genotypen la/b und 3, die im Rahmen
von klinischen Studien charakterisiert wurden. Der Fokus dieser Arbeit wurde auf das
Nichtstrukturprotein 5A (NS5A) gelegt.

Mit Hilfe von funktionalen Reporterassays wurde der Einfluss von insgesamt 14 ver-
schiedenen NS5A-Proteinen untersucht. Hierbei wurden Isolate der HCV-Genotypen 1a,
1b und 3a von Patienten mit unterschiedlichem Therapieansprechen (non-response (NR),
sustained virologic response (SVR) und breakthrough (BT)) analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass NS5A IFN-Signaling funktional durch Inhibition des
Transkriptionsfaktors p48 (IRF-9) inhibieren kann. Alle 14 NS5A-Proteine waren in der
Lage IFN-stimulated response element (ISRE)-vermittelte Genexpression zu inhibieren.
Dieser Effekt ist somit unabhéngig vom Therapieansprechen des Patienten und vom vira-
len Genotyp. Co-Expression von p48 fiihrte zu einer Wiederherstellung des IFN-Signalings
in NSHA-transfizierten Zellen, nicht aber in Zellen, die mit dem IFN-Antagonisten M27
transfiziert wurden.

Mutagenesestudien zeigten, dass die funktionale Doméne fiir diese Inhibition auf den
N-terminalen 238 Aminosduren von NS5HA liegt und weder die putative ISDR, PKR oder
V3-Region hierbei involviert sind. Die N-terminalen Deletionsmutanten NS5A-239-451
und 279-451 zeigten keinen Einfluss auf Typ-1-IFN vermitteltes Signaling.

Ein Effekt auf IFN-Induktion wurde ebenfalls beobachtet, verhielt sich aber im Ver-
gleich zu bekannten Antagonisten dieser Signalkaskade, wie z.B. dem Influenza A Protein
«NS1» und dem Ebola Protein «VP35» sehr viel schlechter.

Eine biologische Relevanz konnte mit Hilfe der IFN-sensitiven Rekombinante des In-
fluenza A-Virus «delNS1» gezeigt werden. NS5A war hierbei in der Lage, Viruswachs-
tum in IFN-kompetenten MDCK2-Zellen wiederherzustellen. Somit kann NS5A den IFN-
Antagonisten NS1 funktional komplementieren.

Insgesamt unterstiitzt diese Arbeit die Beobachtung, dass NS5A in der Lage ist, IFN-
Signaling zu inhibieren. Es wurde erstmalig gezeigt, dass NS5A p48 (IRF-9) inhibieren
kann und somit ISRE-abhéngige Genexpression blockiert wird.
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