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Zusammenfassung
Zur Therapie der chronischen Hepatitis C wird derzeit pegyliertes Interferon (IFN)-α in
Kombination mit dem Nukleosidanalog «Ribavirin» eingesetzt. Der Erfolg der Kombi-
nationstherapie ist stark genotypabhängig. 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 gegenüber
der antiviralen IFN-Therapie untersucht. Als Grundlage zur molekularen Charakterisie-
rung dienten Seren von 9 Patienten mit den HCV-Genotypen 1a/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 unabhängig vom Therapieansprechen des Patienten und vom vira-
len Genotyp. Co-Expression von p48 führte zu einer Wiederherstellung des IFN-Signalings
in NS5A-transfizierten Zellen, nicht aber in Zellen, die mit dem IFN-Antagonisten M27
transfiziert wurden.

Mutagenesestudien zeigten, dass die funktionale Domäne für diese Inhibition auf den
N-terminalen 238 Aminosäuren von NS5A 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 unterstützt 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-abhängige Genexpression blockiert wird.
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gp Glykoprotein
GRB2 Growth Factor Receptor-Bound 2
h Stunden
HAV Hepatitis-A-Virus



x

HBV Hepatitis-B-Virus
hCMV humanes Zytomegalievirus
HCV Hepatitis-C-Virus
HCVpp HCV-Pseudopartikel
HHV humanes Herpesvirus
HIV humanes Immundefizienzvirus
HPIV humanes Parainfluenzavirus
HPV humanes Papillomavirus
HSV Herpes-simplex-Virus
HVR Hypervariable Region
i.v. intravenös
IFN Interferon
iNOS induzierbare Stickstoff Synthase – Inducible Nitric Oxide Synthase
IRES Internal Ribosome Entry Site
IRF IFN-Response Factor
ISDR IFN sensitivity determining region
ISG IFN-Stimulated Gene
ISGF3 IFN-Stimulated Growth Factor 3
ISRE IFN-Stimulated Response Element
IU International Units
Jak Janus-Kinase
kb Kilobasenpaare
kD Kilodalton
LiPA Line Probe Assay
LDLR Low Density Lipoprotein Receptor
MAPK Mitogenaktivierte Protein Kinase
mCMV murines Zytomegalievirus
MCS Multiple Cloning Site
min Minuten
MOI Multiplicity of Infection
MPV murines Polyomavirus
MW Molekulargewicht – Molecular Weight
NANBH Non-A-Non-B-Hepatitis
NAT Nukleinsäure-Amplifikationstechniken
NK Natürliche Killerzellen
NLS Kernimportsignal – Nuclear Localisation Signal
NR non-response
nt Nukleotide
OAS 2’-5’-Oligoadenylat-Synthase
OD Optische Dichte
ORF Offenes Leseraster – Open Reading Frame
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese



Abkürzungsverzeichnis xi

PBMC mononukleäre Zellen des peripheren Blutes
PCR Polymerasekettenreaktion – Polymerase Chain Reaction
PEG Polyethylenglykol
PEG-IFN-α pegyliertes Interferon-α
PePHD PKR/eIF2α Phosphorylation Homology Domain
PFU Plaque Forming Units
p.i. Post Infection
PIAS Protein Inhibitors of Activated STATs
PKA Protein Kinase A
PKR Protein Kinase R
poly(I:C) Polyinosine-Polycytidylic Acid
PP2A Proteinphosphatase 2A
PV Poliovirus
RdRp RNA-abhängige RNA-Polymerase
ReV Reovirus
RKI Robert Koch-Institut
RLU rohe Lichteinheiten – Raw Light Units
RNA Ribonukleinsäure
RNase Ribonuklease
RNasin Ribonuklease Inhibitor
RoV Rotavirus
rpm Umdrehungen pro Minute – Revolutions per Minute
RSV Respiratorisches Syncytial Virus
RT Reverse Transkriptase
Rt Raumtemperatur
s Sekunde
SeV Sendai-Virus
siRNA Short-Interfering-RNA
SOCS Suppressors of Cytokine Signalling
ss Einzelstrang
STAT Signal Transducer and Activator of Transcription
SV5 Simian-Virus-5
SVR Sustained Virologic Response
TLR Toll-like Receptor
UTR nicht-translatierten Region – Untranslated Region
vol. Volumen
VSV Vesicular-Stomatitis-Virus
VV Vacciniavirus
w/v Gewicht pro Volumen – Weight per Volume




