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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund: Interferon-alfa (IFN) induziert die 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase, die
wiederum die RNase L aktiviert. Virale RNA wird durch RNase L an UU und UA
Dinukleotiden geschnitten. Die klinische Relevanz des 2’-5-OAS/RNase L-Systems
fur das Ansprechen auf eine Interferon-basierten Therapie der chronischen Hepatitis
C ist unbekannt.

Methoden: Bei Patienten mit einer HCV Genotyp 1b oder 3a Infektion wurden
Nukleotidsequenzen vor Therapiebeginn, die fur Nichtstruktur- und Struktur-Proteine
des Hepatitis C Virus (HCV) kodieren, auf eine Assoziation zwischen dem
virologischen Ansprechen auf eine Interferon-basierte antivirale Therapie und der
Anzahl an potentiellen RNase L Schnittstellen untersucht. Dartiber hinaus wurde bei
mit HCV Genotyp 1b infizierten Patienten mit fehlendem virologischem Ansprechen,
d.h. kontinuierlich nachweisbarer HCV-RNA im Serum unter Therapie
(Nonresponder) die Anzahl an RNase L Schnittstellen in Nukleotidsequenzen vor
Therapie mit der Anzahl wéahrend einer Interferon-basierten antiviralen Therapie
verglichen. Ferner wurde die Anzahl an potentiellen RNase L Schnittstellen in
Nukleotidsequenzen von Isolaten verschiedener HCV Genotypen (HCV —-1b und
HCV-3a) verglichen. MFOLD wurde zur Préadiktion suboptimaler RNA-
Sekundarstrukturen von Nukleotidsequenzen angewandt

Ergebnisse: Innerhalb eines gegebenen HCV Genotyps wurden keine Unterschiede
in der Anzahl der RNase L Schnittstellen zwischen Patienten mit bzw. ohne
Therapieansprechen beobachtet. Nonresponder mit einer HCV Genotyp 1b Infektion
eliminierten nicht UU/UA Dinukleotide aus dem HCV Genom im Verlauf einer
Interferon-basierten antiviralen Therapie.

HCV Genotyp 1b Isolate zeigten eine geringere Anzahl an UU/UA Dinukleotiden als
HCV Genotyp 3a Isolate (p<0.001).

Schlussfolgerungen: Ein unterschiedliches Ansprechen auf eine Interferon-basierte
antivirale Therapie laRt sich innerhalb eines gegebenen HCV Genotyps nicht mit
einer unterschiedlichen Anzahl an RNase L Schnittstellen im HCV Genom erklaren.
Generelle Unterschiede in der Interferon-Empfindlichkeit verschiedener HCV

Genotypen korrelieren jedoch mit der Anzahl an RNase L Schnittstellen.
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Zusammenfassung

Abstract

Background: Interferon-alfa induces 2°-5"-oligoadenylate synthetase which activates
RNase L. Viral RNA is cleaved by RNase L at UU/UA dinucleotides. The clinical
relevance of RNase L cleavage for response to an Interferon-alpha-based therapy in
chronic hepatitis C is unknown.

Methods: RNase L cleavage sites within pre-treatment sequences coding for
structural and non-structural hepatitis C virus proteins were compared between
nonresponders and responders to an interferon-alfa-based antiviral therapy.
Furthermore, RNase L cleavage sites were analyzed in partial genome isolates of
hepatitis C virus genotype 1b infected patients without virologic response and
persistently detectable HCV RNA during antiviral therapy (nonresponder) before and
during treatment and in different hepatitis C virus genotypes (1b, 3a). MFOLD was
applied for suboptimal RNA secondary structure predictions for the nucleotide
sequences.

Results: No differences in RNase L cleavage sites were observed between
nonresponders and responders within a given hepatitis C genotype. Nonresponders
with hepatitis C virus genotype 1b infection did not eliminate UA/UU dinucleotides
during therapy. Hepatitis C virus genotype 1b isolates showed a lower number of
UA/UU dinucleotides than hepatitis C virus genotype 3a isolates (p<0.001).
Conclusions: Response or non-response to an interferon-alfa-based therapy within
a given hepatitis C virus genotype is not explained by differences for RNase L
cleavage sites. General differences of interferon-sensitivity between hepatitis C virus

genotypes correlate significantly with frequencies of RNase L cleavage sites.
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1. Einleitung

Epidemiologie und Geschichte des Hepatitis C Virus

Der Begriff der Virushepatitis fasst eine Entitat zusammen, die ausgelost wird durch
unterschiedliche Erreger und die eine nichteitrige Entztindung der Leber darstellt. Die
Erreger der Virushepatitis werden mit den GroRRbuchstaben A-E bezeichnet.
Desweiteren wurden in der jungeren Vergangenheit Erreger identifiziert, die zunachst
ebenfalls im Verdacht standen eine Virushepatitis auszuldsen, wie zum Beispiel die
TTV- und GBV-C/HGV-Viren, bei denen jedoch bislang kein eindeutiger
Zusammenhang mit einer Virushepatitis hergestellt werden konnte (151).
Grundsatzlich werden parenteral (Hepatitis B, C, D) von enteral (Hepatitis A, E)
Ubertragbaren Hepatitisviren unterschieden. Nach der Erstbeschreibung des
Hepatitis A (HAV)- und Hepatitis B (HBV)Virus in den 1960er und 1970er Jahren
wurden daraufhin alle Blutspender routinemaRig auf das parenteral Ubertragbare
HBV getestet. Allerdings blieb die Ursache vieler Posttransfusionshepatitiden nach
wie vor ungeklart (39, 100). Erst 1988/89 gelang es einer Forschergruppe um Choo
mittels moderner molekularbiologischer Verfahren, den Erreger dieser - als Non-A-
Non-B-Hepatitis bezeichneten - Posttransfusionshepatitis zu identifizieren. Durch
Sequenzierung sich Uberlappender cDNA-Klone konnte schliel3lich die gesamte
Nukleotidsequenz dieses dann Hepatitis C Virus genannten Virusgenoms dargestellt
werden (22). Weitere Analysen zeigten, dass 60-80% dieser
Posttransfusionshepatitiden eine Infektion mit dem Hepatitis C Virus darstellten (23,
69).

Das Hepatitis C Virus gehért zur Familie der Flaviviridae, die sowohl die Flaviviren
als auch die Pestiviren beinhaltet.

Die Virushepatitis C ist weltweit verbreitet. Nach Angaben der WHO sind global 170
Millionen Menschen, d.h. ca. 3% der Weltbevolkerung chronisch mit dem Hepatitis C
Virus infiziert. In Deutschland betragt die Anzahl der Menschen, die Kontakt mit dem
HCV hatten, vermutlich zwischen 400.000 und 500.000 Menschen. Dies bedeutet
eine Pravalenz von 0,5-0,7% der Bevolkerung (92). Fur das Jahr 2007 wurden dem

Robert-Koch-Institut in Berlin insgesamt 6.858 Falle von erstdiagnostizierter Hepatitis
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C Ubermittelt. Dies entsprach einer bundesweiten Inzidenz von 8,3 Erstdiagnosen
pro 100.000 Einwohner (105).

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus erfolgt parenteral, beispielsweise durch
Transfusion von Blut- und Blutprodukten in der Vergangenheit bzw. kontaminierte
Instrumente und Kanulen bis in die heutige Zeit. Dies zeigt sich in den
unterschiedlichen Durchseuchungsraten innerhalb  der  unterschiedlichen
Bevolkerungsgruppen. Eine sexuelle sowie perinatale Ubertragung der Hepatitis ist
mdglich, tritt in der Haufigkeit im Vergleich mit den anderen Ubertragungswegen
allerdings in den Hintergrund (153). Eine Ubersicht (iber die eben erlauterten Fakten
zeigt die Tabelle 1.1, die vom statistischen Bundesamt in Zusammenarbeit mit dem

Robert-Koch-Institut erstellt wurde.

Bevolkerungsgruppe HCV-Durchseuchung (Antikorper-positiv)
Menschen mit Bluterkrankheit (Hamophilie), die

vor 1987 Blutgerinnungsfaktoren erhalten haben 80-90%

Intravends injizierende Drogenkonsumenten 60-80%

Organtransplantierte 5-15%

Dialysepatienten 4-10%

Kinder von Mduttern, die wahrend der .50

Schwangerschaft/Entbindung HCV-infiziert waren

Allgemeinbevoélkerung (Erwachsene) 0,5-0,7%

Tabelle 1.1 HCV Durchseuchungsraten in verschiedene  n Bevdlkerungsgruppen in Deutschland
(52, 120, 121, 128, 145)

Krankheitsbild und Verlauf

Bei der Mehrzahl der Betroffenen, in ca. 75%, verlauft die akute Hepatitis C Infektion
asymptomatisch. Lediglich unspezifische grippedhnliche Symptome, wie Mudigkeit,
Abgeschlagenheit, Oberbauchbeschwerden, Leistungsabfall, teilweise auch Juckreiz
und Gelenkbeschwerden werden berichtet. Desweiteren verlauft die Hepatitis C
Infektion in einem bemerkenswerten Anteil der Falle chronisch. Durchschnittlich 60-
80% der akuten Félle zeigen einen chronifizierenden Verlauf (68, 147). Von einer
chronischen HCV-Infektion ist auszugehen, wenn die HCV-RNA Uber 6 Monate

nachweisbar ist. Desweiteren finden sich typischerweise bei einer chronischen HCV-
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Infektion lediglich leicht bis maRig erhdhte Transaminasen, d.h. erhohte
Enzymaktivitaten der Alanin-Aminotransferase (ALAT) und der Aspartat-
Aminotransferase (ASAT). Eine fehlende charakteristische Symptomatik und die
fehlende bzw. minimale Erhéhung der Leberwerte zusammen mit der relativ
langsamen Progredienz der Leberschadigung fihrt dazu, dass sich der typische
Verlauf einer Hepatitis C Virusinfektion Uber mehrere Jahre, ja sogar Jahrzehnte
erstreckt und in vielen Fallen unerkannt verlauft. Dieser lange Verlauf ist am ehesten
die Folge der Immunreaktion, die eine chronische Entziindungsreaktion darstellt und
nicht zu der Eliminierung des Virus fuhrt, sondern zu einer Fibrose der Leber (122).
Langfristig entwickelt sich bei ca. 20% der Betroffenen Uber die Fibrose eine
Leberzirrhose. Durchschnittlich betragt hierbei die mittlere Erkrankungsdauer von
Infektion bis zur Entstehung der Leberzirrhose 20-30 Jahre. Vermutlich nimmt mit
zunehmender Krankheitsdauer die Wahrscheinlichkeit einer Entwicklung einer
Leberfibrose zu. Innerhalb dieses Patientenkollektivs entwickeln bei eingetretener
Leberzirrhose wiederum bis ca. 5% pro Jahr ein hepatozellulares Karzinom. Diese
Tatsache verleiht der Erkrankung und insbesondere der Diagnose eine

entscheidende klinische und gesundheitsbkonomische Bedeutung (37, 57).

HCV-Genotypen und Verteilungsmuster

Das HCV-Virus ist ein RNA-Virus. Wie die meisten RNA-Viren, die Uber eine RNA-
Polymerase ohne Fehlerkorrekturmechanismus replizieren, so besitzt auch das HCV
eine hohe Mutationsrate von durchschnittich 2 x 10° Mutationen pro
Nukleotidposition und Jahr. Dies fuhrt zu einer grof3en Heterogenitat der Sequenzen
(91). Bisher konnten mindestens 6 verschiedene HCV Genotypen differenziert
werden, deren Genomhomologie 66-70% betragt. Die Differenzierung erfolgte mittels
phylogenetischer Analysen der Nukleotid- bzw Aminosauresequenzen, der fir das
NS5A Protein kodierenden Genomregion.

Diese 6 Genotypen lassen sich weiterhin in eng miteinander verwandte Subtypen
(Genhomologie 77-80%) aufteilen, welche mit den Buchstaben a-z gekennzeichnet
sind. Desweiteren gibt es noch einzelne Isolate mit einer Genomhomologie von 91-
95% (14, 127).
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Innerhalb eines Patienten bilden sich durch Mutationen des HCV-Genoms
Populationen aus, die sich durch eine hohe Homologie (>98%) aufgrund lediglich
einzelner Basenmutationen auszeichnen. Diese Populationen nennt man
Quasispezies (63).

Die beschriebenen Genotypen zeigen weltweit eine unterschiedliche Pravalenz.
Zeigen die Genotypen 1 bis 3 eine weltweite Verbreitung, so kommen die Genotypen
4 bis 6 in bestimmten geographischen Regionen gehauft vor. So kommt der Typ 4
vornehmlich in Nord- und Zentralafrika sowie im Vorderen Orient vor, Typ 5 in Sud-
Afrika und Typ 6 in Sudostasien und Hong Kong (126). In Deutschland herrscht der
Genotyp 1 vor, wobei der Subtyp 1b Uber la dominiert. Diese beiden Subtypen
zusammen machen hierzulande 50-70% der Infektionen aus.

Zuzuglich zur geographischen Verteilung unterscheiden sich die Genotypen
aulBerdem in ihrem Ansprechverhalten auf eine antivirale Therapie. So spricht der
Genotyp 1 weitaus schlechter auf die Standardtherapie mit Interferon-alfa bzw.
pegyliertem Interferon-alfa plus Ribavirin an als die Genotypen 2 und 3 (20).
Dagegen scheint es beim nattrlichen Verlauf der HCV Infektion keine raschere
Progression der Erkrankung in Assoziation mit der Infektion mit einem bestimmten

HCV Genotyp zu geben.

Molekulare Struktur des HCV

Das Hepatitis C Virus gehoért dem Genus der Hepaciviridae der Familie der
Flaviviridae an (76). Das HCV Genom ist ca. 9600 Nukleotide lang und besitzt ein
offenes Leseraster (open reading frame), welches fur ein Polyprotein codiert, das aus
ca. 3000 Aminosauren besteht. Das N-terminale Drittel beherbergt die Struktur-
Proteine, wahrend die C-terminalen zwei Drittel die Nichtstruktur-Proteine
(Nonstructural proteins) beinhalten. Dieses Polyprotein wird co- und posttranslational
von viralen und wirtseigenen Proteasen in mindestens 10 Proteine prozessiert:
Kapsid (Core), E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B. Die
Viruspartikel der Hepaciviren werden von einer Lipidhille umgeben, in der zwei
Glykoproteine verankert sind: Envelope 1 (E1) und Envelope 2 (E2). Die Struktur-
Proteine sind das Core-Partikel — bestehend aus einem Core-Protein (C) inklusive F-
Protein (Frameshift-Protein)-auch alternative reading frame proteine (ARFP) und
einer Einzel-(+)-Strang-RNA mit ca. 9600 Nukleotiden - und die beiden
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Hullenproteine E1 und E2 (Envelope). Sie werden durch wirtseigene Enzyme, die am
endoplasmatischen Retikulum (ER) sitzen vom Polyprotein abgeschnitten. Das Core
findet man hauptsachlich auf der zytoplasmatischen Seite des ER und auf der
Oberflache von Lipid-Tropfen, die vom ER abgeschnirt werden (58).Das Core-
Protein bildet das virale Nukleokapsid und agiert in ausgereifter Form wie ein
Membranprotein (9, 111). Dartberhinaus interagiert das Core-Protein mit einer
Vielzahl zellularer Proteine und beeinflusst eine Reihe wirtseigener Zellfunktionen
wie zellulare Signalwege, Apoptosis, Karzinogenese und den Lipidstoffwechsel (83,
101, 135). Die Funktion des Frameshift-Proteins ist noch weitgehend unklar, es wird
aber in vivo gebildet, stimuliert die spezifische Immunantwort mit resultierender
Antikdrperproduktion und scheint fur einige Effekte verantwortlich zu sein, die dem
Core-Protein zugeschrieben werden (5, 10, 137).E1 und E2 sind Typ-I-Membran-
Proteine mit einer ausgepragten glykosilierten Ektodoméne. Beide Proteine formen
ein Heterodimer und verbleiben im ER (138). Beide Hullproteine spielen eine Rolle
beim Viruseintritt, der Rezeptorbindung und der Herstelung infektioser Partikel (7, 24,
53, 106, 141). Die Ansammlung der Struktur-Proteine an dem ER lasst vermuten,
dass sie in diesem Zellkompartement entstehen, allerdings gibt es hierflir noch
keinen direkten experimentellen Nachweis.

Ob das p7-Protein zu den Struktur oder den Nicht-Struktur-Proteinen gehoért, ist noch
nicht ganz geklart. Es besteht aus zwei Transmembrandomanen und bildet einen
lonenkanal, der fur die Sekretion infektibsen Virus' eine entscheidende Rolle zu
spielen scheint (108, 129). Interventionen an diesem lonenkanal fihren zu antiviralen
Effekten (85, 108).

Die Gruppe der Nichtstruktur-Proteine setzt sich zusammen aus NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A und NS5B. NS2-3 ist eine Autoprotease, die an der Schnittstelle NS2-
NS3 schneidet. Die weitere proteolytische Prozessierung der Regionen NS3-NS5
wird katalysiert durch die NS3-Protease und ihren Kofaktor NS4A. Desweiteren erfillt
NS3 die Funktion einer Helikase, das heildt sie entrollt doppelstrangige
Nukleinsauren, des Weiteren besitzt sie eine NTPase-Aktivitdit. NS4A dient als
Kofaktor fur die Aktivitaten von NS3. NS4B besteht aus mehreren transmembranen
Domanen, dient der Membranassoziation und bildet mit Membranstrukturen des
endoplasmatischen Retikulums den Replikationskomplex (33, 35, 36, 46, 47, 61, 74).
NS5A dient als Membrananker (11, 33, 94). DarlUberhinaus besteht NS5A aus 3
Domanen, von welchen die Struktur der Doméne | kirzlich radio-kristallographisch

10
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dargestellt werden konnte (134). Diese Domane | ist fur die RNA-Replikation
unerlasslich (133, 134). Die verbleibenden 2 Domé&nen Il und Il sind bisher weniger
ausfuhrlich charakterisiert worden. Doméne Il ist vermutlich involviert in die
Hemmung der interferon-induzierten Proteinkinase (PKR)(44). Domane Il ist eine
genetisch flexible Region des NS5A Proteins, Insertionen oder auch Deletionen
bleiben ohne grofl3ere Auswirkungen auf den Replikationszyklus (3, 88). Neben der
RNA-Replikation scheint das NS5A Protein auch fur die Sensitivitat auf eine
Interferon-alfa basierte Therapie eine entscheidende Rolle zu spielen (93, 131).
NS5B ist eine RNA-abhéngige RNA-Polymerase und katalysiert die Synthese der
viralen RNA (87).

Bei der Replikation des HCV wird Uber ein (-)-Intermediat der neue (+)-Strang
gebildet. Dieser steht dann fur die Translation der HCV-Proteine zur Verfigung oder
wird fur die Bildung neuer Viruspartikel verwendet (6).

Am 5-Ende befindet sich eine hochkonservierte Nicht-translatierte-Region (NT-
Region) von 341 Nukleotiden, die eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRBS)
enthalt und die Expression des HCV-Polyproteins steuert. Das 3’-nicht-translatierte
Ende umfasst einen kurzen variablen Abschnitt, gefolgt von einem poly-(U)-Strang
und einer hochkonservierten Region aus 98 Nukleotiden. Diese hochkonservierte
Sequenz ist vermutlich fir das Selbstpriming im Rahmen der Replikation notwendig.
(Abb 1.1: (103, 143))

11



Einleitung

Abbildung 1.1: Darstellung des HCV-Genoms, des Ablaufs der Translation und der

Prozessierung der Proteine.
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HCV-Lebenszyklus

Das HCV gelangt rezeptorvermittelt in die Hepatozyten. Nach aktuellem
Kenntnisstand ist dies ein mehrschrittiger Prozess, der eine Vielzahl an
Eintrittsmoleklilen bendtigt (15). Hierbei kommt dem Lipoproteinstoffwechsel zu
Beginn der Infektion eine entscheidende Bedeutung zu. Neben bestimmten
Oberflachenmolekulen, die essentielle Rezeptoren oder Corezeptoren des HCV-
Zelleintritts sind, gehotren die Lipoproteine zu einer Molekulgruppe, die
einzubeziehen sind bei der Anlagerung und der Aufnahme des HC-Virus in die

Zielzelle. HC-Viruspartikel werden durch triglyceridreiche Lipoproteine gebunden.
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Diese Lipoproteine enthalten zumeist Apolipoproteine, insbesondere Apolipoprotein
B (ApoB) (2, 75). Dies ist dartber hinaus auch ein wesentlicher Bestandteil der Low
density Lipoproteine (LDL) und der Very low density Lipoproteine (VLDL)(2, 89).
VLDL beglnstigt die Virusaufnahme und schitzt gleichzeitig das Virus vor
neutralisierenden Antikdrpern (139). Desweiteren gehotren in diese Molekilgruppe,
die eine Aufnahme des HCV in die Hepatozyten ermdglichen, die
oberflachenexprimierten Glycosaminoglycane, wie das Heparansulfat, die Lectine,
Dendritic cell (DC)-specific intracellular adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin
DC-SIGN und das leberspezifische (L)-SIGN (26, 70). AulRerdem der low-density
lipoprotein (LDL)-Rezeptor (1).

Zur Gruppe der Rezeptoren gehodren der Tetraspanin CD81-Rezeptor (95), der
Human Scavenger Rezeptor Class B Type 1 (SR-B1) (119) und die Tight junction
Proteine Claudin-1 (CLDN-1) (38) und Occludin (73). Die lipoproteinassoziierten
Hepatitis C Viren binden mit der E2-Bindungsregion an den CD81-Rezeptor, des
weiteren kommt es durch die hypervariable Region 1 des HCV-E2-Proteins
(E2HVR1) zu einer Bindung an den Scavenger Rezeptor SR-B1 (119). Dieser
Komplex gelangt nun im Rahmen einer Relokalisation in den Bereich der Zell-Zell-
kontact-Region und somit in Kontakt mit den Tight-junction Proteinen Claudin-1 und
Occludin (12). Hierbei scheint es auch zwischen Occludin und E2 zu einer direkten
Interaktion zu kommen (8, 73). Uber Endozytose erfolgt die Aufnahme des Virus in
das Zellinnere.

Anschliel3end wird die RNA freigesetzt und verfolgt von nun an 2 Pfade. Zuerst wird
die RNA durch wirtseigene Ribosomen in das virale Polyprotein translatiert.
Anschliel3end wird die genomische RNA direkt durch das NS5B - Protein, welches
eine RNA-abhangige RNA-Polymerase darstellt, Gber eine replikative Zwischenstufe
und Vorlaufer-RNA in eine neue Plusstrang RNA kopiert. Dann werden die Struktur-
Proteine mit der neu-gebildeten viralen RNA zusammengelagert, bilden somit neue
reife Viruspartikel, die dann durch Lyse oder Exozytose in den Kreislauf entlassen
werden (70).

Durch die Tatsache, dass es keine DNA-enthaltende Form des HCV gibt - im
Gegensatz zu dem HIV oder dem HBV - wird eine HCV-Infektion prinzipiell als
kurierbar mit vollstdndiger Elimination des HCV aus dem Wirtsorganismus
angesehen. Beobachtungen aus dem letzten Jahrzehnt belegen durchaus Erfolge in

der Therapie mit der aktuellen Standardtherapie, bestehend aus pegyliertem
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Interferon alfa und Ribavirin, die in unterschiedlicher Anzahl innerhalb der jeweiligen
Genotypengruppen zu einem dauerhaften virologischen Ansprechen gefiihrt haben

(sustained virologic response) (43, 80).

Wirkung von Interferon

Interferon ist ein korpereigenes Zytokin, welches im Rahmen einer viralen Infektion
vom Korper produziert und freigesetzt wird und die erste Stufe der antiviralen
Kdrperabwehr darstellt. Die weitere Reaktion des infizierten Korpers besteht in der
adaptiven oder zellularen Immunantwort durch die Gegenwart virusreaktiver T-
Zellen, die bei der Virushepatitis u.a. die Beseitigung infizierter Hepatozyten zur
Folge hat.

In Hepatozyten triggert im Rahmen der nicht-adaptiven Immunantwort (innate
immunity) virale Doppelstrang-RNA die Aktivierung zweier Molekile — Toll-like
receptor (TLR) 3 und retinoic-acid-inducible-gene | (RIG-I). Die Aktivierung jedes
dieser Proteine fuhrt zur Phosphorylierung des Interferon regulatory factor (IRF)-3,
welcher anschlieend in den Nukleus transloziert, um dort die Interferon-beta
Produktion zu aktivieren. Interferon-beta wird nun sowohl autokrin als auch parakrin
freigesetzt. Es kommt an der Zelloberflache zu einer Verbindung mit den IFN
AR1/AR2-Oberflachenrezeptoren, die  wiederum die Typl Interferon-
Signaltransduktion triggern. Diese wird vermittelt Uber die Jak und STAT Kinasen.
Die Bindung an den Interferonrezeptor aktiviert die rezeptorassoziierte Jakl und
Tyk2-Kinasen, welche wiederum zur Rekrutierung und Phosphorylierung von STAT1
und STAT2 fuhren. STAT1 und STAT2 nun bilden zusammen mit IRF-9 (Interferon
regulatory factor 9) einen heterotrimeren Komplex, der wiederum in den Nukleus
transloziert und dort eine Translation der sogenannten interferonstimulierten Gene
(ISGs) auslost. Hierbei handelt es sich um ca. 100 Gene, die durch IFN und auch
IRF-7 aktiviert, dann phosphoryliert werden, anschlie3end dimerisieren und somit
eine Interferon-alpha vermittelte Genexpression darstellen. Diese Reaktion fihrt also
zu einer generalisierten antiviralen Antwort der infizierten Zelle und ihrer
Nachbarzellen (45).

Von der Vielzahl antiviraler Interferon-alfa-induzierter Effektormechanismen sind
lediglich wenige gut untersucht und deren Wirkmechanismus bekannt. Hierzu gehort

die 1) Doppelstrang-RNA aktivierte Proteinkinase (PKR), welche die
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Phosphorylierung des eukariotischen Translationsinitiationsfaktor-2a (elF-2a) und
damit eine allgemeine Hemmung der Translation bewirkt. 2) 1ISG56, das die HCV-
Translation inhibiert und 3) die Oligoadenylatsynthetase, die eine endogene
Ribonuklease — RNase L - induziert, die wiederum selektiv einzelstrangige virale
RNA schneidet (21). Desweiteren 4) die Gruppe der Mx-Proteine insbesondere das
humane MxA-Protein (Myxovirus resistance A-Protein). Mx-Proteine sind GTPasen
aus der Superfamilie der dynaminahnlichen GTPasen, die die Virusreplikation
hemmen, indem sie an das Nukleokapsid binden und daraus folgend die priméare
Transkription unterbinden (67, 109).

Bedeutung des 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase/RNase L Systems

Das 2'-5° Oligoadenylatsynthetase(OAS)/RNase L System ist ein wichtiges
antivirales System, das in nahezu jeder Zelle vorhanden ist. Es befindet sich im
Zytoplasma und reagiert dort auf virale doppelstrangige RNA, was schlie3lich die
Aktivierung latenter Endoribonukleasen und den Abbau viraler mRNA zur Folge hat.
In diesem Abbauweg stellt die 2’-5’0OAS das initiale Enzym dar.

Interferon (Interferon-alpha, Interferon-B und Interferon-y) induziert die Expression
von 2’-5’0OAS. Hierbei werden verschiedene Formen der 2'-5’0OAS unterschieden:
klein (small), mittel (medium), grol? (large) (60, 102). Diese Isoformen unterscheiden
sich nicht nur in ihrer GroRe, sondern auch durch die Anzahl ihrer katalytischen
Doméanen (small: 1 Domane, medium: 2 Doméanen, large: 3 Domanen). Auch wenn
die Isoformen unterschiedlich innerhalb der Zelle verteilt sind, so finden sie sich doch
alle verteilt im Zytoplasma und im Nukleus.

Selbst wenn die Expression der 2’-5’0OAS durch Interferon stimuliert wird, so ist
letztlich doch doppelstrangige (ds)RNA ein unverzichtbarer Kofaktor fur die
Aktivierung der 2’-5'0OAS. In Abwesenheit der dsRNA findet keine 2’-5'0OAS-
katalysierte Synthese von 2'-5’oligo(A) statt. Hinsichtlich der Aktivierung der OAS
durch virale dsRNA scheint neben der Konzentration auch die Grolie der dsRNA
eine Rolle zu spielen: in niedrigeren Konzentrationen aktiviert langere dsRNA eher,
wahrend in hoheren Konzentrationen die 2’-5OAS auch durch kurze dsRNA

vollstandig aktiviert wird (30, 112). Desweiteren scheint auch die Struktur der dsRNA
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eine nicht unbedeutende Rolle zu spielen, extensive Sekundarstrukturen durch
Faltungen der RNA scheinen die 2’-5’0OAS besonders zu aktivieren (29, 81).

Die RNase L wird durch ein Gen kodiert. Sie wird nicht durch Interferon reguliert und
findet sich in den meisten Zellen. Hier liegt sie vornehmlich im Zytopolasma und im
Nukleus vor. In Abwesenheit von 2’-5’0OAS ist die RNase L inaktiv und liegt als
Monomer vor. Bindet RNase L hingegen an 2’-5oligo(A), so dimerisiert sie, was
wiederum zur Aktivierung ihrer Endoribonuklease fiuhrt (17, 25, 31). Von den vier
Ribohomopolymeren: Poly(A), Poly(G), Poly(C), Poly(U) wird lediglich Poly(U)
effizient durch die RNase L gepalten, und zwar bei heteropolymerisch viraler mRNA
bevorzugt an einzelstrangigen UA und UU-Dinukleotiden (40, 148, 149).

Um eine dauerhafte Aktivierung der RNase L zu verhindern, spaltet eine 2'-
Phosphodiesterase 2’-5’0AS in ATP und AMP.
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Abb. 1.2.: Das antivirale 2’-5’0Oligoadenylatsynthethase/Ribonuklease L-System

ds double strand; ss single strand; NTR nontranslating region
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Resistenzmechanismen

Die Hepatitis C Virusinfektion verlauft oftmals chronisch. Dies und die Tatsache, dass
Interferon-alpha nicht uneingeschrankt antiviral wirksam zu sein scheint, werfen
Fragen nach den zugrundeliegenden Mechanismen auf.

Untersuchungen haben gezeigt, dass HCV imstande ist, das wirtseigene angeborene
Immunsystem durch die Wirkung viraler Proteine zu schwachen und zu tberwinden
(44). Dies geschieht auf den unterschiedlichen Ebenen, der Interferon-Gen Induktion,

der Interferon Signal-Transduktion und der interferonstimulierten Genproduktion.

Bei der Interferon-Gen-Induktion besitzt die HCV Serin-Protease NS3-4A die
Féahigkeit nahezu die komplette endogene Produktion von Interferon zu hemmen. So
unterbricht sie den RIG-I-Signalweg zum Interferon-beta-Promoter, indem sie ein
mitochondriales Effektor-Protein - bekannt als IPS-1 — abspaltet. Daraus resultiert die
Hemmung von IRF-3 (interferon regulatory factor 3) (42, 62) . Desweiteren spaltet
NS3-4A Toll-interleukin-1 receptor domain-containing adaptor inducing Interferon-
beta (TRIF) Molekile, somit werden TLR-3 vermittelte Signale, die RIG-I-unabhéangig
IRF-3 aktivieren, unterbrochen.

Die Interferon Signal Transduktion wird gehemmt durch das HCV Core Protein,
welches nachgewiesenermal3en die Phosphorylierung von STAT 1 hemmt und
dessen Abbau unterstiitzt. Infolgedessen kommt es zu einer Unterbrechung des Jak-
STAT Kinase Pathways der verantwortlich fur die Interferon Signal Transduktion ist.
(72). Des Weiteren ist das HCV Core Protein imstande, die Expression der
suppressor of cytokine 1 and 3 Proteine (SOCS 1 and 3) zu induzieren, dies hat eine
Hemmung der Jak-STAT Aktivitat auf Rezeptorebene zur Folge. Eine weitere
Wirkung des exprimierten HCV Polyproteins ist die Induktion der
Proteinphosphatase, die konsekutiv zur STAT 1 Hypomethylierung fihrt und somit zu
einer herabgesetzten Aktivitat der STAT 1-Funktion (34).

HCV NS5A und E2 Proteine scheinen die PKR-Funktion zu beeinflussen, indem sie
an die PKR binden und somit lhre katalytische Aktivitdt hemmen (44, 132) . Des
Weiteren induziert das HCV NS5A Protein die Expression von Interleukin 8. IL-8 ist

ein Chemokin, das die Funktion von Interferon antagonisiert, indem es entweder die
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ISG-Expression  oder die —Funktion oder beides abschwéacht (98).
Nichtstrukturproteine unterdriicken die Expression und Funktion von ISG56, welches

normalerweise die virale Protein Translation hemmt (130, 142).
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2. Fragestellung der Arbeit

Die chronische Hepatitis C Virus Infektion (HCV) stellt ein globales
Gesundheitsproblem dar (4). Die Raten fur ein dauerhaftes virologisches Ansprechen
(sustained virologic response, SVR) auf die derzeitige antivirale Standardtherapie mit
pegyliertem Interferon-alfa (Interferon-alfa) und Ribavirin sind bislang nicht
zufriedenstellend (43, 48, 80). Dabei erscheinen neuartige Wirkstoffe zwar
vielversprechend, die Kombination mit Interferon-alfa wird aber weiter bendtigt, da
dadurch eine Steigerung der antiviralen Aktivitat und eine Unterdriickung von
resistenten Mutationen (41, 66, 104) erreicht wird (54, 115, 118). Um die antivirale
Kombinationstherapie zu  optimieren ist deshalb eine weitergehende
Charakterisierung des antiviralen Wirkmechanismus des Interferon-alfa erforderlich.
Die Aktivierung des 2'-5’-Oligoadenylatsynthetase (2’-5-OAS)/RNase L Systems ist
einer der antiviralen Wirkmechanismen des Interferon-alpha (154). Interferon-alpha
induziert die 2’-5-OAS, die wiederum die RNase L aktiviert. RNase L schneidet
einzelstrangige virale RNA auf der 3’-Seite von UU und UA-Dinukleotiden (32, 40,
59, 65, 96, 107, 124, 149). Die tUberwiegende Anzahl von RNA-Viren werden durch
RNase L inhibiert (50).

In vitro konnte die Spaltung der HCV-RNA durch RNase L nachgewiesen werden
(49, 51, 144). Doppelstrangige virale RNA wurde dabei nicht geschnitten (51).

Ob eine reduzierte Empfindlichkeit gegentber einer Spaltung der viralen RNA durch
die RNase L, vermittelt durch eine geringere Anzahl an RNase L Schnittstellen im
HCV Genom, auch in einer verminderten Empfindlichkeit gegentber einer Interferon-
basierten antiviralen Therapie resultiert, ist bislang unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Anzahl der RNase L Schnittstellen in
Nukleotidsequenzen vor Behandlungsbeginn (56, 85, 113, 114, 116, 146) von
Patienten mit unterschiedlichem Ansprechen auf eine Interferon-alfa basierte
antivirale Therapie miteinander verglichen. Dartber hinaus wurden die RNase L
Schnittstellen in Isolaten von HCV-1b infizierten Nonrespondern vor und unter
Therapie untersucht, um zu prifen, ob das 2°-5"-OAS/RNase L System einen
Evolutions- oder Selektionsdruck auf das HC-Virus mit Elimination von UU und UA
Schnittstellen wahrend der Therapie ausubt. Ferner wurde die Anzahl von RNase L

Schnittstellen innerhalb der Nukleotidsequenzen von HCV Genotypen mit
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unterschiedlicher Sensitivitat auf Interferon-alfa (1b, 3a) analysiert. Dabei wurde die
Gesamtanzahl der RNase L Schnittstellen unter den Gruppen verglichen. Zuséatzlich
wurde eine RNA-Sekundarstrukturpradiktion vorgenommen, da in vivo nur
Einzelstrang-RNA Bereiche fir die RNase L zugénglich und damit relevant fir die
Funktion sind und die Anzahl der RNase L Schnittstellen innerhalb der

einzelstrangigen RNA-Regionen zwischen den Gruppen verglichen.
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3. Material und Methoden

Gerate und Einwegmaterialien

Laminar-Flow-System Heraeus / Kendro Laboratory Products,

Hanau

Thermocycler Gene Amp PCR System | Perkin Elmer, Weiterstadt
9700

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge 5417 Eppendorf, Hamburg

Thermoschttler Vortex REAX, Heidolph, Kehlheim

Pipetten Typ Labmate ABIMED, Langenfeld

Reaktionsgeféalie 1,5 ml; 2 ml Eppendorf, Hamburg

ReaktionsgefalRe 0,5 ml Perkin Elmer, Weiterstadt

Rotilab-Mini-Zentrifuge Roth, Karlsruhe

Mikrowellenofen Bosch, Stuttgart

Sterilfilter-Pipettenspitzen Starlab GmbH, Ahrensburg

Chemikalienwaage Denley

Elektrophoresekammer Whatman-Biometra, Gibco BRL,
Karlsruhe

Spannungsgeber Consort E 835, Keutz, Reiskirchen

Foto-Apparatur Polaroid, Cambridge, England

Nitril-Handschuhe NOBA Verbandsmittel, Wetter

Wasserheizbad 1083 GFL, Burgwedel

UV- Lampe FluoLink Biometra, Gottingen

Zentrifuge Mikro 22 R Hettich, Bach, Schweiz

Sequenzierautomat ABI Prism 3100 Applied Biosystems, Darmstadt
Genetic Analyzer
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Chemikalien und Reagenzien

Agarose Broad Range Art.Nr.T846.3
Aqua ad injectabilia
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT 0,1 M)
dATP-L6sung 10mM
dCTP-L6sung 10mM
dGTP-LO6sung 10mM
dTTP-L6sung 10mM

10xconc. PCR-Puffer mit MgCl,
MgCl;

40x TAE-Puffer

1x TAE-Puffer

Ladungspuffer (loading buffer)

Reagenziensets

QIAmp Viral RNA Mini Spin Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Dye Ex 2.0 Spin Kit

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
B.Braun Melsungen

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

ABI, Darmstadt

193,82 g Tris, 65,62 NaAcetat
(Trihydrat), 29,78 g EDTA

0,4 M Tris, 0,2 m NaAcetat, 10mM
EDTA

2g Bromphenolblau, 60g Saccharose, 2
mmol EDTA, 36g Harnstoff in 100 ml
Aqua bidest. Losen und autoklavieren

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

Applied Biosystems, Weiterstadt
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Enzyme

RNase OUT Ribonuclease Inhibitor Invitrogen, Karlsruhe

Superscript Il Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe

Tag DNA Polymerase Roche, Mannheim

Primer

HCV-1b NS4B:

NS4B outer sense: 5-GTGGGCAGGATCATCTTGTCC-3’ (nc 5376-96)
NS4B outer antisense: 5-GCAGGAGCTTGGACTGGAGC-3’ (nc 6311-30)
NS4B inner sense: 5-CCAGGAGTTCGATGAGATG-3’ (nc 5435-53)

NS4B inner antisense: 5-CAGTCAACACCGTGCATATCC-3' (nc 6277-97)

HCV-1b NS5A:

NS5A outer sense: 5-TGG ACT CTT TCG ACC CGC TTC-3' (nc 7087-7107)

NS5A outer antisense: 5-GTC GCT GAG ATC GGG RTC CCC CGG CTC-3' (nc
7509-7535)

NS5A inner sense: 5'-GGA TGA GAG GGA GGT ATC C-3' (nc 7118-7136)

NS5A inner antisense: 5-GGT AGA CCA AGA CCC GTC GCT GAG-3' (nc 7527-
7550).

Patienten und Patientenserum

Die Nukleotidsequenzen (n = 414) fur die Analyse einer Assoziation von RNase L
Schnittstellen mit dem Therapieansprechen wurden aus Isolaten von 313
konsekutiven Patienten gewonnen (HCV-1b: n = 263; HCV-3a: n = 50). Von diesen
Patienten zeigten 110 ein dauerhaftes virologisches Therapieansprechen (sustained
virologic response, SR, negative HCV RNA zu Therapieende und 24 Wochen

danach), 62 Patienten zeigten eine end-of-treatment response (ETR, negative HCV
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RNA zum Therapieende mit erneut positivem HCV RNA Nachweis innerhalb der
folgenden 24 Wochen) und 141 Patienten zeigten ein Therapieversagen (non-
response, NR, positive HCV RNA zum Therapieende) auf folgende Therapieregime:
pegyliertes Interferon-alfa-2a/b (180ug/Woche oder 0.5-1.5pg/kg/Woche) plus
Ribavirin (n = 51); Standard Interferon-alfa-2a/b (n = 80); Standard Interferon-alfa-
2a/b plus Ribavirin (n = 182). Die Ribavirindosen waren gewichtsadaptiert, die
kumulativen Dosen von Standard Interferon-alfa-2a/b waren 216-1680 MU.
Vierundzwanzig Patienten erhielten zusatzlich 200-400mg Amantadin/Tag (56, 85,
113,114, 116, 117, 146).

Die HCV Genotyp 1b oder 3a Nukleotidsequenzen aus Isolaten vor
Behandlungsbeginn fur die Untersuchung einer Assoziation von RNase L
Schnittstellen mit dem Therapieansprechen entstammen friiheren Publikationen der
Arbeitsgruppe (56, 85, 113, 114, 116, 117, 146). Die Nukleotidpositionen der
Sequenzen innerhalb des HCV Genoms sind in Tabelle 1 angegeben.

Fur das HCV p7 standen bei 27 Nonrespondern von den 61 HCV-1b infizierten
Patienten Nukleotidsequenzen von Behandlungswoche 24 zur Verfigung zum
Vergleich mit den entsprechenden Sequenzen vor Behandlungsbeginn (85).

Dartber hinaus wurden HCV NS4B und Teile von HCV NS5A bei flnf konsekutiven
Patienten mit einer HCV-1b Infektion und Non-response auf Interferon-alfa plus
Ribavirin zu zwei verschiedenen Zeitpunkten vor und wéhrend der Therapie
sequenziert (vor Behandlungsbeginn, Therapiewoche 24). Diese Patienten erhielten
eine Interferon-alfa-basierte antivirale Therapie im Rahmen von klinischen Studien in
den Gastroenterologischen Ambulanzen der Johann Wolfgang Goethe-Universitat in
Frankfurt am Main und der Universitatsklinik des Saarlandes in Homburg. Alle
Patienten  unterzeichneten  eine  schriftiche  Einwilligungserklarung  vor
Studieneinschluss. Die Studien wurde von den Ethikkomissionen in Frankfurt am
Main und Homburg / Saar genehmigt und die Studie gemal3 der Helsinki-Deklaration
aus dem Jahre 1975 durchgefiihrt. Die Diagnose einer chronischen Hepatitis C
wurde aufgrund der erhdhten Transaminasen sowie dem Nachweis von HCV-RNA
im Serum innerhalb von mindestens 6 Monaten gesichert. Eine Koinfektion mit dem
HBV oder HIV wurde bei allen Patienten serologisch ausgeschlossen.

Zusatzlich wurden RNase L Schnittstellen zwischen HCV-1b und HCV-3a
Genomteilsequenzen verglichen: Fir HCV-1b E2CD81 und fur HCV-3a wurden

hierbei die selben Sequenzen verwandt wie flr den Vergleich von Nonrespondern
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mit Therapieansprechern (SR+ETR). Die E2PePHD und NS5A Nukleotidsequenzen
von HCV-1b wurden gekirzt, um sie den entsprechenden HCV-3a Sequenzen

anzupassen (Tab. 3).

Therapiekontrolle

Zur Beurteilung des virologischen Ansprechens wurde ein qualitativer HCV-RNA-
Assay (Superquant NGI, Los Angeles, USA oder HCV Amplicor 2.0, Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) mit einer Nachweisgrenze von 30-50 [U/ml
verwendet. Die HCV-Genotypisierung erfolgte entsprechend der Klassifikation von
Simmonds et al. (127) und wurde mit dem Reverse Hybridisation Assay von der

Firma INNO LiPa HCV-II, Innogenetics (Gent, Belgien) durchgefihrt.

Versuchsvorbereitung

HCV-RNA-Extraktion

Vor der Verwendung RNA-haltigen Materials zu gentechnologischen
Untersuchungen, ist es erforderlich RNA zu isolieren. Die virale RNA des Hepatitis C
Virus liegt vor in Umgebung der virusbeinhaltenden Zellen, der Virushulle, dem
Nukleokapsid mit Nukleokapsidproteinen, welche interkalierend wirken.

Durch bestimmte Detergentien, die bei der Isolierung verwendet werden, wird die aus
Lipiden bestehende Hille zerstort, dies fuhrt weiterhin zur Destabilisierung des
Kapsids bis letztlich die Nukleinséure frei wird.

Infolge der Entfernung der genannten Strukturen bei der Isolierung wird die RNA
anfalliger gegentber Umwelteinflissen, die zu einem schnelleren Abbau der RNA
fuhren. Temperaturen Gber 65T sowie Anderungen des pH-Werts in den alkalischen
Bereich, die zu einer alkalischen Hydrolyse fuhren, sind hierbei zu nennen.

Hieraus folgt, dass bei den Arbeitsbedingungen auf Reinheit im Sinne von Asepsis,
durch Verwendung nukleasefreier Materialien und Reagenzien und auf kontrollierte
Temperaturverhaltnisse (z.B. Eisbad) zu achten ist, um mogliche Kontaminationen
mit RNasen und eine Degradation der RNA zu vermeiden. Weiterhin gilt es, wahrend

der Probenaufarbeitung mogliche Hemmsubstanzen - Proteine und genomische DNA
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— zu entfernen, zu inaktivieren bzw. auszudinnen, um die Translation der RNA in
DNA und die daran anschlieRenden Amplifikationsreaktionen nicht zu behindern.
Somit dient die RNA-Extraktion der Freisetzung der Ribonukleinsdure, deren
Praservierung und der Beseitigung von die weiteren Reaktionen hemmenden
Substanzen.

Die RNA-Extraktion bei den hier beschriebenen Experimenten basierte auf der
Verwendung von Silikogelmembranen, die in den Zentrifugensaulchen enthalten
sind. Das Prinzip beruht auf der spezifischen Bindung von Nukleinsauren durch die
Silikogelmembran in Gegenwart hoher Konzentrationen chaotroper Salze. Nachdem
die Nukleinsaure an die Siliziumsaule gebunden hat, wird in einem nachsten
Arbeitsschritt die gebundene Nukleinsdure mit einem Waschpuffer gewaschen.
Dieser Puffer besitzt eine hohe Salzkonzentration und stellt eine alkalische Losung
dar. In diesem alkalischen Milieu liegt die RNA als Polyanion vor, bindet deshalb an
die Filtermembran, wahrend andere Proteine die Filtermembran passieren. Die
letztendliche Herstellung des Eluats zur weiteren experimentellen Verwendung
geschieht durch die Anwendung eines wassrigen Elutionspuffers, der eine geringe
Salzkonzentration enthalt und eine saure LoOsung darstellt und hiermit die
gewaschene RNA von der Silikogelmembran eluiert.

RNA-Extraktion und verwendete Kits

Die RNA-Extraktion erfolgte unter Zuhilfenahme des QlAamp Viral RNA Mini Spin
Kits der Firma QIAGEN. Der Kit beinhaltet folgende Komponenten:

» Puffer AVL mit Carrier-RNA (Binde - und Lysispuffer)
* Puffer AW 1

* Puffer AW 2

e QIlAamp — Saule mit integrierter Silicogel — Membran
» Puffer AVE

» Ethanol 96-100%

« 2ml Auffanggefalle

« 1,5ml Reaktionsgefal3e
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Die in der Ausgangssubstanz enthaltenen Nukleinsduren werden durch die
Verwendung eines chaotropen Salzes an eine Silikogelmembran gebunden. Die im
Lysis- und Bindepuffer enthaltene PolyA als Carriersubstanz dient der verbesserten
Gewinnung von Nukleinsduren aus niedrigkonzentrierten Proben. Der Waschpuffer

entfernt Verunreinigungen in der Probe.

Die RNA-Extraktion erfolgte geman der Originalanleitung des QlAamp Viral Mini Spin
Kits.

Zunachst wurden 400ul des AVL Puffer mit der Carrier-RNA in ein 1,5 ml
Mikrozentrifugenreaktionsgefald vorgelegt. Hierzu wurden 100ul des Serums
gegeben, anschlieend fir 15 Sekunden gevortext, dann wurde das Gemisch fir 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation wurde das Reaktionsgefald kurz zentrifugiert. Im nachsten
Schritt wurden 400ul Ethanol 96-100%ig hinzugefiigt, anschlieRend erneut fur 15
Sekunden gevortext, um dann wiederum kurz zentrifugiert zu werden.

Anschlieend wurde die Menge des Reaktionsgemisches nacheinander in 2
Portionen auf eine mitgelieferte QlAamp Spin Saule pipettiert, die sich in einem 2ml
Sammelgefal} befand, ohne den Rand zu berthren. Die Saulen wurden nun in der
Zentrifuge mit 8000 Umdrehungen pro Minute fir 1 Minute zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde die Saule in ein neues Sammelgefald gestellt und
anschlieBend wurden 500ul des mitgelieferten AW1 Waschpuffer hinzugegeben. Es
erfolgte eine weitere Zentrifugation mit 8000 U/min Uber die Dauer von 1 Minute.

Im Anschluss wurde die Saule erneut in ein sauberes Sammelgefal3 gestellt, die
abzentrifugierte Flussigkeit wurde verworfen.

Im nachsten Schritt wurden dem Gemisch 500ul des AW2 Waschpuffers hinzugefugt.
Es erfolgte eine Zentrifugation tGber die maximale Umdrehungsgeschwindigkeit von
13000 U/min tber 4 Minuten. Danach wurde das Gefal3 der Zentrifuge entnommen,
die abzentrifugierte Flussigkeit verworfen und die Reaktionssdule wiederum in ein
sauberes Sammelgefal® gestellt. Es schloss sich eine weitere Zentrifugation mit der
vollen Umdrehungsgeschwindigkeit Gber 1 Minute an. Dieser Schritt war fakultativ
und diente der Elimination mdglicher Riuckstande des AW2 Waschpuffers.

Der letzte Schritt bestand darin, die Reaktionsséaule in ein 1,5ml Reaktionsgefal zu
stellen, 30ul des AVE Puffers hinzuzugeben, welcher bei Raumtemperatur equilibriert

wurde, 1 Minute bei Raumtemperatur zu inkubieren und anschlieend bei 8000
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U/min far 1 Minute zu zentrifugieren. Am Ende befand sich in dem 1,5ml
Reaktionsgefal? die aus dem Serum isolierte RNA.

Die so gewonnene RNA wurde dann in einem Gefrierschrank bei -20C gelagert.

Reverse Transkription (RT) und Polymerasekettenreaktion (PCR, engl. polymerase

chain reaction)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine in vitro Technik, mit der man
Desoxyribonukleinsdure(DNA)-Abschnitte, welche sich zwischen zwei
Genomregionen befinden, deren Nukleotidsequenz bekannt ist, gezielt vermehren
(amplifizieren) kann.

Liegt RNA als Ausgangssubstanz vor, so muss diese zuerst durch einen
Zwischenschritt — die reverse Transkription — in cDNA umgewandelt werden. Fur
diesen Reaktionsschritt bendtigt man ein spezielles Enzym - die Reverse
Transkriptase.

Aus diesem Grund wird die Polymerasekettenreaktion mit RNA als
Ausgangssubstanz als RT-PCR bezeichnet.

Funktionsweise der Reversen Transkription

Um die mRNA in cDNA umzuschreiben, bendtigt man die Reverse Transkriptase.
Diese wiederum bendtigt einen Primer in Form eines kurzen Oligonukleotids, der sich
an die Poly-A-Gruppe des 3-Endes der mRNA hangt und somit eine
Anheftungsstelle fir die Reverse Transkriptase generiert. An dieser 3'-OH-
Primergruppe startet die Reverse Transkriptase mit den vier
Desoxynukleotidtriphosphaten die cDNA-Synthese.

In der vorliegenden Arbeit wurde die SuperScript Il RNase H Reverse Transkriptase
der Firma Invitrogen verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Reverse
Transkriptase mit deletierter RNase H-Funktion, welche die Effizienz der Reversen
Transkriptase erhoht. Die RNase H ist eine Endonuklease, die spezifisch RNA-
Phosphodiester-Bindungen hydrolisiert, die an DNA hybridisiert sind. Diese
Eigenschaft fuhrt zu einem sofortigen Abbau von RNA, sobald ein cDNA-Strang

erstellt ist.
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In einem extra Schritt wurden zunéachst Primer und RNA gut durchmischt und bei
70C fur 10 Minuten inkubiert, um eine Entfaltung der Nukleinsdure und die
Anlagerung des Primers zu ermdglichen. AnschlieRend wurde dieser

Reaktionsansatz gekihlt und die Gbrigen Reagenzien konnten hinzugefigt werden.

Durchfiihrung der Reversen Transkription

Zur Durchfuhrung der Reversen Transkription sind folgende Reagenzien notwendig:

e MgCl; 25 mM

e dNTP Mix 10mM

* 10x Puffer Taq

* RNase OUT Inhibitor

* Random Hexamere

» SuperScript Il RNase H Reverse Transkriptase
* RNA-Extrakt
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung des RT-Mastermix

Mastermix fur RT

RT p
MgCI2 25mM 4,75
dNTP Mix 10mMm 4
10x Buffer Taqg MgClI2 2
RNase Out Inh. 40 U 0,5
Superscript 11 200 U 0,25
Random Hexamere 0,5
Gesamt 12
RNA-Extrakt/Cup 8
RT-Mix 12
Gesamtvolumen 20

Inkubation bei 37<C Uber 1h

Der RT-Mastermix wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefald auf Eis aus den einzelnen
Reagenzien gemischt. Dann wurde der Mix gleichmé&Rig auf kleinere, 0,5ml fassende
ReaktionsgefalRe verteilt. Hier wurde dem Mix der RNA-Extrakt hinzugeflgt. Ohne
weitere Wartezeit wurde nun tber 60 Minuten bei 37°C im Thermocycler inkubiert.
Nach der Inkubation erfolgte bis zur Entnahme aus dem Cycler die Kihlung bei 4C
im Gerat. Nun ist die Transkription der mRNA abgeschlossen, es liegt nun eine
cDNA vor.

Prinzip der Polymerasekettenreaktion

Die PCR besteht aus einer sich wiederholenden Abfolge von Zyklen, von dem jeder

in drei Schritte unterteilt werden kann.

1.Schritt: Die Denaturierung der DNA

Die DNA wird auf 95T erhitzt, hierbei findet eine Trennung der beiden DNA-Strange
voneinander statt durch Zerstérung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den

komplementaren Basen.
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2.Schritt: Das Annealing

Annealing bezeichnet die Anlagerung zweier synthetisch hergestellter Primer tGber
die Wasserstoffbrickenbindung an die DNA-Einzelstrdnge. Die Auswahl der Primer
orientiert sich am 5-bzw. 3’-Ende der Zielstrange, zu denen sie komplementér sind
und die zu vermehrende Region begrenzen. Die Hinzugabe der Primer zum Reagens
erfolgt im Uberschuss, da sich so die komplementaren Zielstrange eher mit den
Primern als miteinander verbinden. Die Annealingtemperatur liegt zwischen 40C-
60C und ist abhé&ngig von der Basenzusammensetzung der Primer und deren

Schmelztemperatur.

3.Schritt: Die Elongation

Die DNA-Polymerase katalysiert die matrixabhéngige Synthese des komplementéren
zweiten Stranges. Als Startpunkte dienen der Polymerase hierbei die Primer.

Bei den Polymerasen handelt es sich um thermostabile Polymerasen, die
ursprunglich aus Mikroorganismen gewonnen wurden (z.B. Thermus aquaticus),
mittlerweile allerdings gentechnisch hergestellt werden konnen. Musste man
anfanglich nach jedem Denaturierungszyklus neue DNA-Polymerase zum
Reaktionsansatz hinzufiigen, so entfallt dies mittlerweile durch den Einsatz
hitzestabiler Polymerasen, und die PCR kann heute automatisch in sogenannten

Cyclern ablaufen.

Man unterscheidet thermostabile Polymerasen hinsichtlich ihrer Hitzestabiliat, ihrer
Prozessivitat, der 5’-3’-Exonucleaseaktivitat und der gegebenenfalls vorhandenen 3'-
5’-Exonucleaseaktivitat, die einer Korrekturaktivitat entsprechen und somit eine
geringere Fehlerrate ermdglichen.

Die DNA-Polymerase synthetisiert immer in 5-3’-Richtung, ausgehend vom 3'-
Hydroxylende des an die DNA gebundenen Primers. Die Synthese besteht in dem
Anbau der vier Nukleotide an die einzelstrangige Matrize, entsprechend der
komplementéren Basenpaarung, zu einem Doppelstrang. Hierbei liegt die optimale

Aktivitatstemperatur der Polymerase bei ca. 70C.
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Die Zyklen werden je nach Bedarf zwischen 25 bis 45 Mal wiederholt. Nach jedem
Zyklus verdoppelt sich die Anzahl amplifizierter Fragmente, eine hundertprozentige
Ausbeute vorausgesetzt, so dass eine exponentielle Vermehrung der DNA erreicht
wird. Allerdings ist dies limitiert durch die abnehmende Aktivitat des Enzyms, die
durch die Hitze im Laufe der Reaktion abnimmt. Desweiteren ist bei einem
Uberschuss der Ziel-DNA der relative Mangel an Enzym ein weiterer limitierender
Faktor. Zuletzt findet mit zunehmender Reaktionsdauer und Zyklenzahl eine
Hybridisierung der DNA-Strange statt, die die Effektivitat der Vervielfaltigung mindert.
Die gesamte Reaktion erfolgt in einem PCR-Automaten, auch Cycler genannt, der
prazise Reaktionsbedingungen hinsichtlich der gewtinschten Temperaturen und der

Zeitintervalle ermdglicht.

Eine weitere Spezialisierung der PCR stellt die ,nested“-PCR dar. Hierbei wird die
Spezifitat und auch die Sensitivitdt der Reaktion erhoht, durch zwei ineinander
verschachtelte Polymerasekettenreaktionen. Diese zwei Reaktionen laufen
nacheinander ab, das Produkt der ersten Reaktion wird in die zweite Reaktion
eingesetzt. Die Primer der zweiten Reaktion binden innerhalb des Fragments der
ersten Reaktion, kommen also zwischen den Primern der ersten Reaktion zu liegen.
Hierbei werden bei der zweiten Reaktion falsche Amplifikate der ersten Reaktion

ausgesondert. Dieses Vorgehen wurde in dieser Arbeit durchgefihrt.
Um die Effektivitdt der PCR zu kontrollieren und um mdoglich Kontaminationen zu

erkennen, wurden bei jedem Versuch eine Positiv- und eine Negativ-Kontrolle

mitbearbeitet.
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Durchfiihrung der PCR

Der Reaktionsansatz der PCR besteht aus folgenden Reagenzien:
* 10 x konzentrierter PCR-Reaktions-Puffer mit MgCl, -100mM Tris-HCI, 15mM
MgCl,, 500mM KClI, ph 8,3 (bei 20C)

Das Aktivitatsmaximum der DNA-Polymerase liegt bei einem pH-Wert oberhalb von
8, deshalb wird zur Pufferung ein Tris-Puffer verwendet.

Als Kofaktoren fir die PCR werden verschiedene Salze verwendet, Kaliumchlorid
steigert die Ausbeute der PCR.

Magnesiumionen beeinflussen die Bindung der Primer an die DNA-Einzelstréange,
Trennung der Strdnge bei der Denaturierung, Produktspezifitat, Bildung von
Primerdimeren und die Fehlerrate.

Darlber hinaus bilden Magnesiumionen zusammen mit den Nukleotiden einen
l6slichen Komplex, der fur den Nukleotideinbau ausschlaggebend ist, zusatzlich
stimulieren sie die Polymeraseaktivitdt und erhéhen die Denaturierungstemperatur
des Doppelstranges als auch der Bindung zwischen Primer und Matrize.

* Sense — Primer 10pM

e Antisense — Primer 10uM

e dNTP Mix 10mM — Nukleotide (A,C,G,T)

» steriles Wasser

e Taq — DNA Polymerase (5U/l) — hochprozessives Enzym ohne 3°-5'-
Exonukleaseaktivitat. Optimale Elongationstemperatur liegt bei 72<C.

 DMSO - Dimethylsulfoxid als PCR — Beschleuniger
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Tabelle 3.2: Protokoll PCR | und I

PCR I PCR I

Reagenzien Menge(ul) Reagenzien Menge(ul)

10xBuffer 15mM 10xBuffer 15mM

MgCl2 4 MgCl2 5

"Outer"-Sense "Inner"-Sense

Primer 0,5 Primer 0,5

"Outer"-Antisense "Inner"-Antisense

Primer 0,5 Primer 0,5

dNTP-Mix 10mM 1 dNTP-Mix 10mM 2

DMPC-Aqua 20,7 DMPC-Aqua 39,7

Tag-Polymerase 0,3 Tag-Polymerase 0,3

DMSO 1 DMSO 1

RT-Produkt 20 Amplikon PCR | 2

Cycler-Programm Cycler-Programm

Schritt Temp. Zeit Schritt Temp. Zeit
2

Denaturierung 95T min Denaturierung 95T 2 min
60 45 60 45

Denaturierung 95¢C sec  Zyklen Denaturierung 95¢C sec  Zyklen
1 25 45

Annealing 45T min  Zyklen Annealing 45C 1 min Zyklen
1 45 45

Extension 72T min  Zyklen Extension 72<C 1 min Zyklen
10 10

Extension 72T min Extension 72 min

Abbruch 4C 0 Abbruch 4C 0

Agarosegel-Elektrophorese

Das Reaktionsergebnis der PCR besteht aus DNA-Fragmenten fur die Reaktion
spezifischer Lange und Sequenz. Farbt man diese Reaktionsprodukte nun mit einem
fluoreszierenden Farbstoff an und legt eine elektrische Spannung an ein Agarosegel
an, welches sich innerhalb einer Elektrophorese-Kammer befindet, so werden die
DNA-Fragmente ihrer Grol3e entsprechend aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar
gemacht. Aufgrund der negativen Phosphatgruppen wandern die DNA-Fragmente im

elektrischen Feld auf die positive Elektrode zu. Die Wanderungsgeschwindigkeit
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hangt von Faktoren wie der Molekilgrol3e, dem verwendeten Puffer, der angelegten
Spannung und der Konzentration des Agarosegels ab. Abhéngig von der Anzahl
ihrer Basenpaare — und somit von ihrer Lange - wandern die DNA-Fragmente im
elektrischen Feld unterschiedlich schnell. Je nachdem welche durchschnittliche
Lange man erwartet, werden unterschiedliche Agarosekonzentrationen gewabhilt.

Um die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar zu machen, farbt man diese mit
Ethidiumbromid (C,1H20BrN3) an. Dies kann man auch erreichen, indem man bei der
Herstellung des Agarosegls bereits die erforderliche Menge Ethidiumbromids
hinzugibt und das Gel anschlieend aushéarten lasst. Ethidiumbromid lagert sich
zwischen den Basen der Doppelhelix an. Dies wird durch seine ebene Struktur
beglnstigt. Unter UV-Beleuchtung zeigt dieser Komplex seine typische
orangefarbene Fluoreszenz. Die Nachweisgrenze fir DNA liegt mit diesem Verfahren
bei 2-4ng.

Durchfiihrung der Elektrophorese

In dieser Arbeit wurden je 5ul des PCR-Produktes auf ein 2%-iges Agarosegel
aufgetragen.

Fur das Agarosegel und als Fullmedium der Elektrophoresekammer wurde 1xTAE-
Puffer verwendet. Die Zusammensetzung des Einfach(1x)-TAE-Puffers bestand aus
folgenden Reagenzien: 0,4 M Tris, 0,2 M NaAcetat, 10 mM EDTA. Der Puffer wurde
als 40fach-konzentrierte Vorratslésung zubereitet. Die Zusammensetzung des 40x-
TAE-Puffers war: 193,82 g Tris, 65,62 g NaAcetat, 29,789 EDTA. Die einzelnen
Reagenzien wurden eingewogen und in 800ml Wasser unter stdndigem RuUhren
aufgel6st. AnschlieRend wurde der pH-Wert mit Essigsaure (Eisessig, 100%) auf 8,3
eingestellt. Zur Verdinnung auf die einfache Konzentration wurden 25 ml 40x TAE
auf 1 Liter mit Wasser aufgefillt.

2 g Agarose Broad Range (Firma Carl Roth, Karlsruhe) wurden in 100 ml 1x TAE-
Puffer eingerthrt und in der Mikrowelle aufgekocht, bis eine klare Flussigkeit
entstand. Anschlielend wurden 1,5ul Ethidiumbromid hinzugefigt, die Losung wurde
dann auf einen Elektrophorese-Schlitten mit einem Kamm blasenfrei gegossen. Nach
dem Erstarren des Gels unter Abluft wurde der Kamm vorsichtig aus dem Gel

entfernt.
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Nun wurden 5ul des PCR-Produktes mit ca. 1ul Ladungspuffer (Bromphenolblau,
Glycerin, EDTA-Puffer) vermischt. Hierbei erfullt der Ladungspuffer zwei Aufgaben:
1) aufgrund des hohen Glycerin-Anteils kommt es zum Absinken der Proben auf den
Boden der Geltaschen, ein Abdiffundieren in den umgebenden Puffer wird verhindert;
2) durch die Farbung mit Bromphenolblau wird die Front der Elektrophorese optisch
sichtbar gemacht.

Die mit dem Ladungspuffer versetzten DNA-PCR-Proben wurden in die Geltaschen
pipettiert. Gleichzeitig wurde in die &aufl3ere freie Tasche ein standardisierter
GroRRenmarker und in weitere freie Taschen eine Positiv-Kontrolle und eine Negativ-
Kontrolle aufgetragen.

Anschliel3end wurde eine elektrische Stromquelle mit einer Spannung von 120V und
einer Stromstarke von 400mA Uber eine Stunde angelegt. Nach der Auftrennung
wurden die DNA-Banden unter UV-Licht aufgrund des interkalierenden

Ethidiumbromids deutlich sichtbar und konnten abfotografiert werden.
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Abb. 3.1: Agarosegel der HCV NS4B-Region

100bp
Marker

1000 bp

100 bp

Abb.3.2: Agarosegel der HCV NS5A-Region
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Aufreinigung von PCR-Produkten

Nach der PCR erfolgt die Reinigung der DNA-Molekile von den Resten des
Reaktionsansatzes (dNTPs, Enzyme, Salze, Primer und DMSO). Hierbei wurde in
dieser Arbeit der QIAquick PCR Purification Kit der Firma QIAGEN verwendet.
Ahnlich wie bei der RNA-Isolierung aus dem Serum wurden auch hier die DNA-
Molekule in Anwesenheit eines chaotropen Salzes in hoher Konzentration an eine im
Reaktionssaulchen integrierte Silicogelmembran gebunden. Auch hier ist die DNA-
Adsorption an die Siliziumverbindung stark vom pH-Wert des Bindepuffers (Puffer
PB) abhangig. Bei einem pH <7,5 erreicht die Adsorption normalerweise 95%. In
diesem Schritt wurden 45pul des PCR-Produktes mit der finffachen Menge (225ul) an
PB-Puffer im Zentrifugensaulchen versetzt, anschlie3end gut gevortext. Nach dem
vortexen wurde die Saule in eine Zentrifuge gestellt und mit 13.000 rpm
(Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert. Der durch das Zentrifugieren entstandene
Durchfluss wurde verworfen.

Dann wurde das Saulchen aus der Zentrifuge entnommen und mit 750ul eines
ethanolhaltigen Puffers (PE-Puffer) versetzt, anschlieRend erneut mit 13.000rpm
zentrifugiert. Mit Hilfe des ethanolhaltigen Puffers (Waschpuffer) konnten
unerwinschte Verunreinigungen die Membran passieren und wurden auf diesem
Wege aus der LOsung entfernt. Das Eluat dieses Vorganges wurde ebenfalls
verworfen. Nun wurde das Saulchen erneut zentrifugiert, um die letzten Uberreste
Ethanols aus der Losung zu entfernen. Dann wurde das Saulchen in ein neues Cup
aufgesetzt. Jetzt wurde mittels eines alkalischen Puffers (Puffer EB: 20mM TrisCl, pH
8,5) die gereinigte DNA wieder eluiert, indem man 30ul des EB-Puffers auf die Mitte
der Membran pipettierte, eine Minute lang inkubierte und letztlich erneut fir eine
Minute bei 13.000rpm zentrifugierte.

Das Eluat mit aufgereinigter DNA konnte nun direkt zur Sequenzierung benutzt, oder
Uber mehrere Tage bei 4C aufbewahrt werden.

Sequenz-PCR und DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung ist die genaue Bestimmung der Nukleotid-Abfolge eines
Nukleinsdurestranges. Frederik Sanger hat diese Methode 1975 entwickelt, sie wird

auch ,Kettenabruchsynthese” genannt (110) [85]. Hierbei entspricht das Prinzip dem
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der DNA-Amplifikation durch PCR und wird mit den den sequenzierenden DNA-
Abschnitt einschlieRenden Primern durchgefiihrt. Dem Nukleotidgemisch, bestehend
aus den Desoxynukleotidtriphosphaten mit den Basen Adenin, Cytosin, Guanosin
und Thymidin werden noch vier Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTPs)
hinzugefigt, die am 3’-Ende keine Hydroxylgruppe besitzen. Die DNA-Polymerase
akzeptiert sowohl die dNTPs als auch die ddNTPs als Substrate. Wird allerdings ein
ddNTP zur Kettenverlangerung verwendet, so kommt es zum vorzeitigen Abbruch
des synthetisierten Stranges, da bei fehlender 3-OH Gruppe kein weiteres
Nukleotid eingefligt werden kann. Daraus resultiert ein Gemisch aus synthetisierten
DNA-Strangen unterschiedlicher Lange, die jeweils an einem A, einem T, einem C
oder einem G enden. Anfanglich wurden vier Ansatze mit je unterschiedlicher Base
als Didesoxynukleotid durchgefuhrt. AnschlieBend wurde jeder Ansatz mittels
Gelelektrophorese getrennt. Seit Anfang der neunziger Jahre wird jedes ddNTP mit
einem eigenen spezifischen Farbstoff markiert, wodurch nun alle vier ddNTPs einem
einzigen PCR-Ansatz zugeflgt werden kénnen. Die unterschiedlich langen DNA-
Molekile koénnen mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht
werden. Hierbei reflektiert die Wanderdistanz die Reihenfolge der durch die vier
ddNTPs unterschiedlich terminierten DNA-Sequenzen. Zu beachten ist, dass mit
zunehmender Lange der DNA-Fragmente die Ausbeute an PCR-Produkten und
somit die Signalintensitat abnimmt, so dass ab einer bestimmten Lange die
reproduzierte Menge fur die Auswertung nicht mehr ausreicht.

Friher war das Ablesen der DNA-Sequenziergele eine mihsame Angelegenheit.
Heute wird dies durch moderne Sequenziergerdte erleichtert, die die DNA-
Sequenzen als ein farbkodiertes Wellenmuster liefern, wobei jeder Peak einem
ddNTP am Ende eines Stranges entspricht, welches durch sein
Absorptionsmaximum identifiziert werden kann.

In dieser Arbeit wurden Sequenzierungen mit dem ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefiihrt. Dieses Gerat besitzt 2x8 gelgefullte
Kapillaren, die in zwei Kolonnen angeordnet sind. Die aufgereinigte PCR-LOsung
wird kolonnenweise in eine 96-Loch-Platte pipettiert, anschlieend mit einer
Gummidecke verschlossen und im Gerat platziert. Die Kapillaren, welche aus einem
Isolatormaterial bestehen, werden mit dem einen Ende in die PCR-LOsung
eingetaucht, das andere endet in einem Puffersystem. Anschlieend wird eine

elektrische Spannung angelegt und die DNA-Fragmente wandern in das Gel ein. In
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einer Detektionskammer kann mit einem Laser-Fotospektrometer die Absorption der
sich vorbeibewegenden DNA-Moleklile gemessen werden. Fir jedes Nukleotid-
Analogon wird eine spezifische Wellenlange gemessen, die seinem
Absorptionsmaximum entspricht. Kirzere Fragmente wandern im Gel schneller als
Langere, sodass die Basen aufsteigend in der Reihenfolge ihrer Position geordnet
werden. Als Gel wurde das Applied Biosystems 3100 Pop-6 verwendet.

Durchfihrung der Sequenz-PCR

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt erwdhnt, benoétigt man ausreichend
markierte DNA-Molekile. Um dies zu gewahrleisten, wird die Sequenz-PCR
durchgeflihrt. Wie bei der normalen PCR zur Amplifikation der DNA-Substanz, lauft
auch die Sequenz-PCR in drei Teilschritten ab, die sich entsprechend der Anzahl der
Zyklen wiederholen.

Die Sequenz-PCRs wurden mit dem BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit 1.1
(Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefihrt. Dieser Kit enthalt bereits fertig
gemischte PCR-Ansétze mit vier unterschiedlich markierten Terminator-Dyes.
Diesem Ansatz wurden dann noch aufgereinigte DNA und die Primer der letzten
PCR, die den zu sequenzierenden Abschnitt begrenzen, hinzugeftigt.

Tabelle 3.3: Sequenz-PCR Protokoll

Sequenz-PCR

PCR sense Menge (u) PCR antisense  Menge (ul)

Seq. Kit 4 Seq. Kit 4
Antisense-

Sense-Primer 0,5 Primer 0,5

Aqua 9,5 Aqua 9,5

Gesamt 14 Gesamt 14

In jedes Mikroreaktionsgefal® wurden noch je 6ul des aufgereinigten PCR-Produktes
hinzugegeben und wiederum durch mehrmaliges auf — und abpipettieren gut

vermischt.
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Anschlief3end lief im Thermocycler folgendes Programm ab:

Tabelle 3.4: Cycler-Programm fir Sequenz-PCR

Cycler-Programm fiir Sequenz-PCR

Schritt Temp. Zeit

Denaturierung 96C 2 min
Denaturierung 96C 10sec 30 Zyklen
Annealing 50C 15sec 30 Zyklen
Extension 60C 4 min 30 Zyklen
Extension 72<C 10 min

AnschlieRend Kihlung bei 4C

Aufreinigung der Sequenz-PCR-Produkte, Prinzip der Gelsaulenfiltration

Im Anschluss an die durchgefuhrte Sequenz-PCR mussen die nicht eingebauten
Terminator-Dyes aus der Losung entfernt werden, bevor das Reaktionsprodukt zur
Kapillarelektrophorese in das Sequenziergerat eingebracht wird.

Zu diesem Zweck wird die Gelsaulenfiltration durchgefthrt. Hierbei handelt es sich
um ein Verfahren, bei dem die Losung durch Zentrifugation durch eine spezielle
Gelmatrix mit Poren gepresst wird, wobei die langen DNA-Fragmente das Gel
passieren konnen, wahrend die kurzen Molekule im Gel gebunden werden.

Somit entspricht bereit das erste Eluat dem aufgereinigten Produkt.

Durchfuihrung der Gelsaulenfiltration

Zur Durchfuhrung der Gelsaulenfiltration wurde das DyeEx 2.0 Spin Kit der Firma
QIAGEN verwendet.

Zu Beginn des Verfahrens ist es notwendig, die Gelsdule vor Gebrauch durch
vortexen zu homogenisieren. AnschlieRend wurde die Séaule dem Protokoll
entsprechend fir 3 Minuten bei 2700rpm zentrifugiert. Die Uberschissige Flussigkeit
wurde verworfen und die Saule auf ein frisches Cup aufgesetzt. Dann wurde das

PCR-Produkt vorsichtig auf die Saule aufgebracht, ohne dieselbe zu beriihren. Nun
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wurde die Saule ein weiteres Mal fir 3 Minuten bei 2700rpm zentrifugiert. Das hierbei

gewonnene Eluat konnte nun direkt zur Sequenzierung verwendet werden.

Sekundarstrukturpradiktion

Die Sekundarstrukturpradiktion wurde in Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-

Institut far Informatik in Saarbriicken durchgefuhrt. MFOLD
(http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/) wurde zur Pradiktion suboptimaler

RNA-Sekundarstrukturen  von Nukleotidsequenzen zweier Referenz-Strange
angewandt, HCV-J (Genotyp 1b, (64)) und HCV-K3a (Genotyp 3a, (150)). Es wurden
sechs HCV-J Gene (E2, p7, NS3, NS4B, NS5A, NS5B, beispielhaft werden die
Pradiktionen fur HCV-1b NS4B und NS5A in Abb. 2.3 und 2.4 dargestellt) und zwei
HCV-K3a Gene (E2, NS5A) untersucht. Die thermodynamisch relevantesten
Faltungen wurden weitergehend analysiert. Um die Bestandigkeit der
Strukturmodelle zu untersuchen, wurden Energie-Plots von jeder RNA-
Sekundarstrukturpradiktion angefertigt. Aufgrund einer Obergrenze von 6000
Nukleotiden pro Datenverarbeitung, konnte eine Pradiktion der RNA
Sekundarstruktur nicht fur die gesamte HCV Sequenz durchgefuhrt werden. Somit
wurden bei Untersuchungen der gesamten HCV Sequenz neben dem Auszahlen der
gesamten Anzahl der Schnittstellen, die Auswirkungen der die Schnittstellen
benachbarten Nukleotide nicht aber die Sekundarstruktur untersucht.
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Abb. 3.3: Sekundarstrukturpradiktion der RNA des HCV-1b NS5A Gens

Cuiput of sir_graph
by D. Stewart and M. Zuker
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Abb. 3.4: Sekundarstrukturpradiktion der RNA des HCV-1b NS4B Gens

Cuiput of sir_graph
by D. Stewart and M, Zuker

Y

dG =-330.65
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Qualitative Sequenz-Analyse

Die durch die Sequenzierung gewonnenen Sequenzen wurden nun in das OMIGA-
Auswertungsprogramm eingelesen, um sie der weitergehenden Analyse zuganglich
zu machen. Die Anzahl an RNase-L-Schnittstellen (UU+UA) wurde mittels MATLAB®
6.5 (The MathWorks Inc., NAtick, MA, USA) gezahlt. Fur die Analyse der
einzelstrangigen RNA Abschnitte wurden alle Abschnitte nach UU und UA
Dinukleotiden durchsucht, die aus mindestens zwei benachbarten einzelstrangigen

Nukleotiden bestanden.

Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mittels nichtparametrischer Test (Mann-Whitney-,
Kruskal-Willis- und Wilcoxon-Test) unter Verwendung des SPSS-Programms. Es
wurde die Bonferroni Korrektur angewandt, d.h. alle p-Werte wurden mit der Anzahl
der durchgefihrten Tests multipliziert. Alle angegebenen p-Werte sind Werte nach
Durchfihrung der Bonferroni Korrektur. P-Werte kleiner 0,05 wurden als signifikant

betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Assoziation von RNase L Schnittstellen mit dem Therapieansprechen bei
Patienten mit einer HCV-1b oder -3a Infektion

4.1.1 Vergleich von RNase L Schnittstellen in Nukleotidsequenzen vor
Behandlungsbeginn zwischen Patienten mit und ohne virologisches Ansprechen
(SR+ETR versus NR) auf eine Interferon-alfa basierte Therapie

Innerhalb eines gegebenen HCV Genotyps (HCV-1b oder HCV-3a) fand sich weder
innerhalb der kompletten Sequenzen der untersuchten Regionen noch in der
entsprechenden Analyse vorghergesagter einzelstrangiger RNA Abschnitte eine
Assoziation der Anzahl von RNase L Schnittstellen mit dem virologischen
Therapieansprechen (Tabelle 4.1.1 A und B, Abb. 4.1.1A und B).

4.1.2 Vergleich der Anzahl von RNase L Schnittstellen in Nukleotidsequenzen vor
Behandlungsbeginn mit der Anzahl von RNase L Schnittstellen in
Nukleotidsequenzen unter Therapie bei Patienten mit fehlendem virologischen
Ansprechen (NR, Nonrespondern) auf eine Interferon-alfa basierte Therapie

Bei HCV-1b infizierten Nonrespondern auf eine Interferon-alfa basierte Therapie
wurde die Anzahl von RNase L Schnittstellen in strukturellen (p7) und nicht-
strukturellen (NS4B, Teile von NS5A inklusive der variablen (V)3 Region) HCV
Genen zu zwei Zeitpunkten verglichen. Dabei wurden Sequenzen aus Isolaten vor
Behandlungsbeginn mit solchen zu Therapiewoche 24 verglichen. Der Vergleich der
Anzahl der UU+UA Dinukleotide ergab jedoch weder bei der Analyse der kompletten
Sequenzen noch bei der Analyse der vorhergesagten einzelstrangigen HCV RNA
Abschnitte einen Unterschied zwischen den beiden Zeitpunkten (Tabelle 4.1.2, Abb.
4.1.2).
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Tabelle 4.1.1. Assoziation des Therapieansprechens mit RNase L Schnittstellen pro Sequenz aus
Isolaten vor Behandlungsbeginn bei Patienten mit NR versus SR+ETR

Komplette Sequenz

Einzelstrang-RNA Sequenz

A) HCV Genotype 1b UU_+UA / Sequenz UUw_LUA / Sequenz

Vedan [ pwer | Medan [ piver

1b-E2CD81 NR =19 22 >0.200 5 >0.200
(nc 1713-2018) (17-29) (2-8)
SR+ETR (=19 21 4
(19-28) (3-8)

1b-E2PePHD NR (=19 35 >0.200 16 >0.200
(nc 2182-2567) (27-41) (13-20)
SR+ETR (=22 34.50 14.50
(28-43) (12-19)

1b-p7 NR (n=27) 17 >0.200 9 0.126
(nc 2568-2756) (12-21) (5-11)
SR+ETR (=34 17 10
(13-24) (6-14)

1b-NS3* NR (r=11) 112 >0.200 42 >0.200
(nc 3657-5165) (100-125) (37-45)
SR+ETR (=15 112 43
(101-122) (34-50)

1b-NS4B NR (r=15) 49  >0.200 25 >0.200
(nc 5463-6245) (43-57) (21-29)
SR+ETR (=27 49 25
(43-62) (20-30)

1b-NS5A NR (n=23) 78 >0.200 29 >0.200
(nc 6246-7586) (71-89) (24-36)
SR+ETR (=21 80 29
(73-88) (25-34)

1b-NS5B* NR (=11 7 >0.200 1 >0.200
(nc 8949-9002) (4-7) (0-1)
SR+ETR (=15 7 1
(5-8) (0-1)

Komplette Sequenz

Einzelstrang-RNA Sequenz

B) HCV Genotyp 3a UU.+UA / Sequenz UU-'FUA / Sequenz

Vedan [ pwen | Medan [ pwen

3°E2CD81  NR (-9 24 >0.200 12 >0.200
(nc 1723-2031) (20-27) (10-15)
SR+ETR -12 23.50 11.50
(19-26) (10-15)

32E2PePHD NR @=1y 19 >0.200 11 0.081
(nc 2251-2451) (17-23) (0-13)
SR+ETR (=22 19 10
(15-22) (8-11)

3a-NS5A NR (=11 37 >0.200 12 >0.200
(nc 6769-7239) (34-42) (10-17)
SR+ETR =2 35.50 12.50
(31-46) (10-15)

nc Nukleotid(e); Sequenzen fur die Analysen wurden verwendet von (56, 85, 113, 114, 116, 117, 146), * Fur die Analyse der einzelstrangigen
RNA wurden 3 Patienten ausgeschlossen, da der HCV Genotyp 1 Subtyp nicht eindeutig festgestellt werden konnte und somit fiir diese Patienten
eine RNA Sekundarstrukturpradiktion auf der Basis eines HCV-1b Subtyps ungenau sein konnte. Nc Nummerierung erfolgt entsprechend HCV-J
(Genotyp 1b, (64)) und HCV-K3a (Genotyp 3a, (150)). Eine der veroffentlichten 45 Sequenzen von NS5A wurde nicht in die vorliegende
Untersuchung eingeschlossen aufgrund einer Langenabweichung wegen Insertionen (114)].
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Abb. 4.1.1
A
HCV Genotyp 1b
125 —| @ NR
N B3 SR+ETR
()
>
o
<))
0 100 —
o
o
2 é
? 75—
)
2
c
)
J2)
£
c
‘Rt
3 e
z
o b i
0—
| | | | | | |
E2CD81 E2PePHD p7 NS3 NS4B NS5A NS5B
B
HCV Genotyp 3a
50 | = NR
e 0O SR+ETR
[}
g °
[}
n
o °
2 40
g + 1
)
+
)
2
5 1
i)
7
E=]
£ T
O
n
-
3 1
(%]
©
Z
o
1 ] ]
E2CD81 E2PePHD NS5A

Abb.4.1.1: Vergleich der Anzahl an RNase L Schnittstellen pro Sequenz in Isolaten vor
Therapiebeginn von Nonrespondern (NR) und Respondern (SR+ETR) auf eine Interferon-alfa-
basierte Therapie Median (-), 25. bis 75. Perzentile (schattierte K&stchen) und Spanne der Anzahl
der RNase L Schnittstellen innerhalb der untersuchten Nukleotidsequenzen, dargestellt durch
Boxplot-Graphen. NR: HCV-RNA positiv am Behandlungsende, SR+ETR: HCV RNA negativ am
Behandlungsende. A) HCV-1b, B) HCV-3a
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Tabelle 4.1.2. Vergleich der RNase L Schnittstellen pro Sequenz vor und wahrend einer
Therapie bei Patienten mit fehlendem virologischen Ansprechen auf eine Interferon-alfa
basierte antivirale Therapie und HCV Genotyp 1b Infektion

komplette Sequenz Einzelstrang-RNA Sequenz
UU+UA / Sequenz UU+UA / Sequenz
(Range) (Range)
1b-p7 TWO 17 >0.200 5 >0.200
(nc 2568-2756) (n=27) (12-21)) (2-8)
TW24 17 4
(n=27) (13-21) (2-4)
1b-NS4B TWO 48 >0.200 24 >0.200
(nc 5463-6245) (n=5) (42-58) (23-25)
TW24 50 24
(n=5) (38-61) (20-26)
1b-NS5A TWO 12 >0.200 3 >0.200
(nc 7239-7478) (n=5) (11-17) (2-4)
TW24 12 3
(n=5) (11-18) (2-3)

nc Nukleotide, TWO vor Behandlungsbeginn, TW24 Therapiewoche 24

Abb.4.1.2
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Abb 4.1.2: Vergleich der RNase L Schnittstellen in Isolaten von HCV-1b infizierten Nonrespondern
(NR) vor und wéahrend einer Interferon-alfa-basierten antiviralen Therapie. Median (-), 25. bis 75.
Perzentile (schattierte Kastchen) und Spanne der Anzahl der RNase L Schnittstellen innerhalb der
untersuchten Nukleotidsequenzen von HCV p7, NS4B und NS5A dargestellt durch Boxplot-Graphen.
HCV p7 Nukleotid Sequenzen fir Analysen wurden entnommen aus (85).
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4.2 Assoziation der Anzahl der RNase L Schnittstellen mit dem HCV Genotyp

Teile der fur E2 (E2CD81, E2PePHD) und NS5A kodierenden Gene wurden
untersucht hinsichtlich einer Assoziation der RNase L Schnittstellen mit dem HCV
Genotyp (HCV-1b versus HCV-3a, Tabelle 3.2, Abb. 3.2). Im Bereich der E2PePHD
und NS5A Region fanden sich in den Nukleotidsequenzen der HCV-3a Isolate
signifikant mehr RNase L Schnittstellen als in den Nukleotidsequenzen der HCV-1b
infizierten Patienten, sowohl innerhalb der kompletten Sequenz als auch innerhalb
der vorhergesagten einzelstrangigen RNA-Regionen. Fir E2CD81 konnte ebenfalls
eine gréRere Anzahl an RNase L Schnittstellen in HCV-3a Isolaten im Vergleich zu
HCV-1b Isolaten beobachtet werden. Allerdings zeigte dieser Unterschied keine
statistische Signifikanz, sofern die komplette Sequenz analysiert wurde — wurde aber
hochsignifikant, betrachtete man ausschlie3lich die vorhergesagten einzelstrangigen
RNA-Regionen.

Abb. 4.2
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Abb.4.2: Assoziation der Anzahl der RNase L Schnittstellen pro Sequenz mit dem Genotyp.

Median (-), 25. bis 75. Perzentile (schattierte Kastchen) und Spanne der Anzahl der RNase L
Schnittstellen innerhalb der untersuchten Nukleotidsequenzen von HCV E2CD81, E2PePHD und
NS5A der Patienten mit HCV-1b im Vergleich zu HCV-3a Infektion, dargestellt durch Boxplot-
Graphen.
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Da die Lange der E2CD81 Nukleotidsequenz zwischen HCV Genotyp 1b (306nc)
und 3a (309nc) differiert, wurde in einer zusatzlichen Analyse die Anzahl der RNase
L Schnittstellen pro Nukleotid berechnet und zwischen beiden Genotypen verglichen
(komplette Sequenz: UU+UA: p>0.200; ,erwartete Schnittstellenhdufigkeit pro
Sequenz*: p>0.200; Einzelstrang-RNA: UU+UA: p<0.001). Interessanterweise hatten
HCV-3a Isolate durchweg mehr Einzelstrang-RNA Nukleotide pro Sequenz als HCV-
1b Isolate: E2CD81: HCV-1b 70/306nc, HCV-3a 112/309nc; E2PePHD: HCV-1b
54/201nc, HCV-3a 68/201nc und NS5A: HCV-1b 146/471nc, HCV-3a 162/471nc.

Tabelle 4.2. Assoziation der Anzahl der RNase L Schnittstelle mit dem HCV Genotyp

komplette Sequenz Einzelstrang-RNA Sequenz
UU+UA / Sequenz UU+UA / Sequenz
(Range) (Range)

1b- _

Eocpgl " 21.5 >0.200 4.5 <0.001

(nc 1713-2018) (17-29) (2-8)

3a- )

eccpgr " 24 12

(nc 1723-2031) (19-27) (10-15)

1b- - 15 <0.001 4 < 0.001

E2PePHDs ' '

(nc 2223-2423) (8-18) (3-6)

3a- }

E2PePHD 19 10

(nc 2251-2451) (15-23) (8-13)

1b-NS5ASs (=44 30 <0.001 11 0.041

(nc 6741-7211) (22-37) (7-15)

3a-NSH5A =39 36 12

(nc 6769-7239) (31-46) (10-17)

nc Nukleotide, NR HCVRNA positiv am Ende der Behandlung, SR+ETR HCV RNA negativ am Ende
der Behandlung, PePHD/elF2a phosphorylation homology domain. Sequenzen fur die Analysen
wurden verwendet von (56, 113, 114, 116), Nc Nummerierung erfolgt entsprechend HCV-J (Genotyp
1b, (64)) und HCV-K3a (Genotyp 3a, (150)). Eine der vertffentlichten 45 Sequenzen von NS5A wurde
nicht in die vorliegende Untersuchung eingeschlossen aufgrund einer Langenabweichung wegen
Insertionen (114).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich innerhalb eines gegebenen HCV Genotyps
(HCV-1b oder HCV-3a) keine Differenz in der Anzahl der UU und UA-Dinukleotide in
den Nukleotidsequenzen der untersuchten HCV-Struktur und Nichtstrukturproteine
vor Therapiebeginn bei Patienten mit und ohne virologisches Ansprechen
(Respondern versus Nonrespondern) auf eine Interferon-alfa-basierte antivirale
Therapie. Dartber hinaus zeigte sich kein Unterschied in der Anzahl der UU und UA
Dinukleotide in Isolaten von HCV-1b infizierten Nonrespondern vor und wahrend
einer Interferon-alfa-basierten antiviralen Therapie. Auch eine Analysebeschrankung
auf vorhergesagte Bereiche von Einzelstrang-RNA zeigte weder einen Unterschied
hinsichtlich der Anzahl der RNase L Schnittstellen zwischen Nonrespondern und
Respondern innerhalb eines gegebenen HCV Genotyps noch zwischen den
Therapiezeitpunkten bei HCV-1b infizierten Nonrespondern. Demnach scheint bei
gegebenem HCV Genotyp die Haufigkeit der RNase L Schnittstellen innerhalb des
HCV-Genoms keinen Effekt auf das Therapieansprechen auf eine Interferon-alfa-
basierten Therapie zu haben. Uberdies lieR sich bei HCV-1b-infizierten
Nonrespondern wahrend einer Interferon-alfa-basierten antiviralen Therapie keine
Selektion UU und UA armer HCV Genome durch einen potentiellen Evolutionsdruck
durch das 2°-5"-OAS/RNase L System nachweisen.

Verdnderungen der RNase L Schnittstellen im Bereich der HCV Quasispezies
sowohl vor als auch unter Therapie wurden in der vorliegenden Studie nicht
untersucht. Diesbezlglich waren klonale Sequenzuntersuchungen notwendig
gewesen.

Es gibt Hinweise darauf, dass HCV-Genome mit einer héheren Anzahl an UU/UA
Dinukleotiden empfindlicher auf Interferon alfa sind.

In zwei aktuellen Publikationen (49, 144) wurde eine héhere Anzahl an UU und UA
Dinukleotiden in Genomen von Interferon-alfa-empfindlicheren HCV Genotypen
beschrieben als in Genomen vom Interferon-alfa-unempfindlicheren HCV Genotyp 1.
Aufbauend auf diesen Beobachtungen wurden in der vorliegenden Arbeit HCV-1b
und -3a-Genom-Teilsequenzen auf ihre Anzahl an RNase L Schnittstellen auch unter
Bertcksichtigung der pradizierten RNA-Sekundarstruktur verglichen. Im Rahmen

dieser zusatzlichen Untersuchungen zeigte wiederum der Interferon-alfa-
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empfindlichere HCV Genotyp 3a im Vergleich zum Interferon-alfa-unempfindlicheren
HCV Genotyp 1b eine groRere Anzahl an UU und UA Dinukleotiden, auch bei
Beschrankung der Analyse auf einzelstrangige RNA-Regionen. Interessanterweise
zeigten sich dartber hinaus in der vorliegenden Arbeit in den untersuchten HCV-3a
Sequenzen durchgehend mehr Einzelstrang RNA-Nukleotide auf die gesamte
Sequenz, als innerhalb der HCV-1b Sequenzen. Demnach sind die RNase L
Schnittstellen in HCV-3a denen in HCV-1b nicht nur zahlenmallig Uberlegen,
sondern scheinen auch starker exponiert gegentber dem Einfluss der RNase L.
Somit bekréftigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Hypothese, dass eine
unterschiedliche Sensitivitat verschiedener HCV Genotypen gegenuber Interferon-
alfa u.a. bedingt sein kénnte durch eine unterschiedliche Sensitivitat der HCV-
Genome gegenuber dem 2°-5"-OAS/RNase L System. Allerdings stellt sich die
Frage, ob eine groRere Anzahl an RNase L Schnittstellen tatséchlich mit einer
grolBeren Sensitivitat gegenuber einer Spaltung der RNA durch RNase L verbunden
ist. Diese Einschatzung lasst sich unterstitzen durch vorliegende Daten, aus denen
ersichtlich wird, dass zwar bei HCV Genotypen 3a die meisten RNase L
Schnittstellen zu finden sind, HCV Genotypen 2 allerdings eine bessere
Ansprechrate auf die gangigen Therapieregime zeigen (123, 140, 152)

In vitro Untersuchungen, die diese Frage thematisieren, zeigen unterschiedliche
Ergebnisse. Wahrend eine Studie einen gesteigerten Abbau von HCV-2a RNA im
Vergleich zu HCV-1a RNA beschreibt, zeigen sich in einer anderen Studie keinerlei
Unterschiede in der Kinetik der RNA-Spaltungen zwischen diesen beiden
Genotypen. Jedoch scheint die in vitro Situation moglicherweise nicht die
Komplexitat der in vivo Situation widerzuspiegeln. Vor allem, wenn lediglich eine
geringe Konzentration an RNase L vorhanden ist, wird gegebenenfalls die Anzahl der
Schnittstellen innerhalb der HCV RNA relevant werden. In vivo wird die RNase L
Aktivitat durch 2' Phosphodiesterase und RNase L Inhibitor limitiert. Dartiber hinaus
kénnen in vivo HCV RNA Fragmente z.B. durch Ligation oder evtl. Rekombination
repariert werden. Eine geringe Anzahl an HCV Genomen ist jedoch in vivo
ausreichend, um einen virologischen Relapse am Ende der antiviralen Therapie zu
verursachen. Mdglicherweise wird die Differenz zwischen den beiden Genotypen
hinsichtlich  der  erwarteten  Schnittstellenhéufigkeiten  im  untersuchten
Genomabschnitt durch eine ungleichmafige Verteilung der Schnittstellen innerhalb

des HCV-Genoms erklart.
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Dartiber hinaus zeigen aktuelle Publikationen einen zusatzlichen antiviralen Effekt
der RNase L Uber die Zerstorung des Virus durch direkte Spaltung hinaus im Sinne
der angeborenen Immunabwehr, der ,innate immunity“. Hierbei wird durch die virale
Einzelstrang-RNA die Oligoadenylatsynthetase aktiviert, dies fuhrt wie bereits vorher
beschrieben zu der Produktion von 2’-5-Oligo-A und somit zur Aktivierung der
RNase L, durch deren Aktivitdt Spaltprodukte zellularer und viraler RNA entstehen,
die die antivirale Immunitat verstarken, indem sie die Interferon-B-Produktion steigern
(77, 124). Der antivirale Effekt der RNase L wird dabei nicht tber einen einzelnen
Mechanismus sondern durch die Spaltung verschiedener RNA-Substrate tber eine
Kombination verschiedener Effekte vermittelt. So fuhrt die Spaltung von viraler
Einzelstrang-RNA zu einer ausbleibenden Replikation (71). Einzelstrang-RNA-
Molekile die in Beziehung zu Doppelstrangregionen stehen, wie es in einigen viralen
Replikationszwischenstufen vorkommt, bewirken eine lokalisierte Aktivierung der
Oligoadenylatsynthethase und somit auch der RNase L, was zu einer bevorzugten
Spaltung an genannten Regionen fihrt (90), moglicherweise ist dies eine Erklarung
fur die selektive Spaltung viraler RNA durch die RNase L. (71). Eine Spaltung viraler
MRNA durch die RNase L bewirkt somit zusammen mit dem interferoninduzierten
PKR-Protein eine Hemmung der viralen Proteinsynthese (84).

Im Rahmen der Virusreplikation kommt es zur Beschéadigung zellularer Bestandteile,
z.B. des Ribosoms. Dies tragt zum antiviralen Effekt der RNase L bei (125, 148), da
somit die Virusreplikation gehemmt wird. Die Spaltung beider - 28S und 18S - rRNA
kennzeichnen die RNase L Aktivitat virusinfizierter Zellen. Desweiteren konnte
nachgewiesen werden, dass auch zellulare mRNA der RNase L zum Opfer fallt (78).
Ob die RNase L zwischen viraler und zellularer mRNA unterscheiden kann ist unklar.
Allerdings ist nachweisbar, dass die Spaltung =zellularer RNA, die fir die
Virusreplikation bendtigt wird, eine effektive Strategie zur Virushemmung darstellt
(124).

Bei der Spaltung einzelstrangiger RNA durch die RNase L entstehen als
Spaltungsprodukte kurze Duplex-RNA’s mit 3’-Phosphoryl-Gruppierungen (40, 51,
149). Diese RNA-Spaltprodukte bewirken eine mediatoren - und transkriptionsfaktor-
vermittelte Aktivierung des Interferon-beta-Gens (77) mit daraus folgender
Produktion von von Interferon-beta. Somit kann auch wirtseigene RNA, die durch
RNase L gespalten wird die angeborene Immunreaktion induzieren, verstarken und

aufrechterhalten.
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Ein weiterer Aspekt der RNase L Aktivitat ist die Fahigkeit, die Apoptose der Zelle
einzuleiten. Dies wird bedingt entweder durch eine anhaltende RNase L Aktivitat
oder durch eine Aktivierung Uber einen bisher nicht ndher bestimmten Schwellenwert
(18, 19, 156). Die Fahigkeit, Apoptose zu induzieren lasst eine gewisse
Tumorsuppressorfunktion  des  Oligoadenylatsynthethase/RNase L-Pathway
vermuten und bietet entsprechende Uberlegungen zu therapeutischen Strategien
basierend auf RNase L-Aktivatoren (79).

Dieser Effekt, die ,innate immunity” zu verstarken konnte starker bei den Infektionen
zur Geltung kommen, deren HCV Genome mehr Schnittstellen aufweisen, da somit
die RNase L bedingte Spaltung zu einer gréf3eren Anzahl an Spaltprodukten fuhrt.
Zusammenfassend scheint allerdings bei gegebenem HCV Genotyp die Haufigkeit
der RNase L Schnittstellen innerhalb des HCV-Genoms keinen ausreichenden Effekt
auf das Therapieansprechen auf eine Interferon-alfa-basierte Therapie zu haben.
Dariber hinaus zeigte sich bei HCV-1b infizierten Nonrespondern kein
Entwicklungsdruck auf das HCV Genom durch das 2°-5"-OAS/RNase L System mit
Verlust von UU und UA Dinukleotiden wahrend einer Interferon-alfa-basierten
antiviralen Therapie. Allerdings bekraftigt diese Arbeit die Hypothese, dass
unterschiedliche Sensitivitaten der HCV-Genotypen gegentber Interferon-alfa auf
unterschiedliche Sensitivitditen der HCV-Genome gegenuber dem 2°-5"-OAS/RNase
L System zurtickzufiihren sein kénnten.

Bereits in friheren Studien konnte nachgewiesen werden, dass das HCV Genom
einen natirlichen Mangel an UU und UA Dinukleotiden aufweist, anders als
statistisch zu erwarten ware (49). Darlberhinaus konnte ebenfalles nachgewiesen
werden, dass es unter einer interferon-basierten Therapie zu ausgepragten und
unterschiedlichen Remodelierungen der HCV mRNA insbesondere hinsichtlich der
UU/UA-Dinukleotide und somit potentieller RNase L Schnittstellen kommt. Hierbei
handelte es sich allerdings um sogenannte ,, silent mutations” also Veranderungen in
der Nukleotidsequenz ohne Auswirkung auf die Aminosauresequenz. In der gleichen
Studie zeigte sich, dass sowohl UU/UA-Dinukleotide eliminiert, als auch neue
UU/UA-Dinukleotide generiert wurden (49).

In der vorliegenden Studie zeigte sich in den untersuchten Genomabschnitten unter
einer interferon-alfa basierten Therapie kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl der
UU/UA-Dinukleotide/RNase L Schnittstellen sowohl vor Beginn als auch wahrend der

Therapie.
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Diskussion

Das negative Ergebnis der vorliegenden Studie muf3 auch betrachtet unter dem
Aspekt einer moglichen Beeinflussung durch die uneinheitlichen Therapieregime.
Zwar sind die Ausgangsdaten der Patienten vor Beginn der interferon-basierten
Therapie vergleichbar. Die durchgefiihrten Therapieregime mit sowohl pegyliertem
Interferon-alfa, als auch Standard Interferon-alfa, zusatzliche Therapie mit Ribavirin
in unterschiedlichen Dosierungen sind allerdings sehr heterogen.

Der genaue Mechanismus des synergistischen Effekts einer Kombinationstherapie
bestehend aus Interferon-alfa und Ribavirin in der Therapie der chronischen Hepatitis
C Virusinfektion ist zum gegenwartigen Zeitpunkt weiterhin unklar. Studien konnten
belegen, dass unter einer Kombinationstherapie der Anteil der Patienten, die ein
dauerhaftes virologisches Ansprechen (sustained virologic response, SVR) zeigten
verdoppelt werden konnte, insbesondere da Ribavirin in der Monotherapie nicht zur
Viruseradikation fuhrt (13, 43, 82, 99). Aktuelle Studien zeigen dariber hinaus einen
signifikanten Einflul3 des Ribavirin auf die HCV RNA Suppression im Rahmen einer
Tripletherapie mit pegyliertem Interferon-alfa und neuen direkt antiviral wirksamen
Substanzen (54, 97).

Es konnte gezeigt werden, dass Ribavirin als Guanosinanalogon einen mutagenen
Effekt ausibt bei der Transition von G-zu-A und C-zu-U nach fehlerhafter in vitro
Eingliederung in die Poliovirus-RNA (27). Hofmann et al. konnten zeigen, dass es
unter Ribavirin sowohl einen Anstieg der Mutationshaufigkeit als auch der
Transitionen (G>A, C->U) zu verzeichnen gab (55). In einer weitergehenden Studie
untersuchten Mihm et al., ob es durch die ribavirininduzierte Mutagenese zu einem
Anstieg der RNase L Schnittstellen in den untersuchten HCV-Regionen kommt.
Hierbei zeigte sich kein signifikanter Anstieg der RNase L Schnittstellen im Bereich
der HCV NS3 und NS5B Quasispezies (86).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen ein entscheidendes Problem auf in der
Interpretation moglicher bzw zu erwartender RNase L Schnittstellen: scheint doch die
Wahrscheinlichkeit fir eine Spaltung durch die RNase L an einer Schnittstelle in vivo
auch von anderen Faktoren abhangig zu sein, wie z.B. der Gr6Re der
Einzelstrangschleife, die zur Spaltung erforderlich ist (49). Die negativen Ergebnisse
der vorliegenden Studien sind mdglicherweise in den Unterschieden zwischen der
erwarteten Schnittstellenhaufigkeit und der Wahrscheinlichkeit einer tatsachlichen

Spaltung durch die RNase L in der gefalteten viralen RNA in vivo begriindet.
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Diskussion

Die intrazellularen Reaktionen im Rahmen einer Hepatitis C Virusinfektion sind
vielfaltig und im Vorfeld ausfuhrlich beschrieben. Hierbei kommt es sowohl zu einer
Aktivierung der zellularen als auch der humoralen Immunantwort. Die HCV RNA
aktiviert das 2’-5'-OAS/RNase L System konzentrationsabhangig, sodass in Folge
einer initial rasanten HCV Ausbreitung nach Erreichen einer bestimmten
intrazellularen Konzentration das 2’-5-OAS/RNase L System aktiviert wird (136,
155). Infolge der RNase L vermittelten Spaltung viraler RNA kommt es zu einer
konsekutiven Reduktion der HCV Konzentration, Reduktion viraler Genexpression
und entsprechend reduzierter Replikation in Abhangigkeit des Ausmalles der
Immunantwort. Diese Gegenregulation ermdglicht der HCV Infektion, exzessive
Provokationen des erworbenen Immunsystems zu vermeiden und somit eine
anhaltende Infektion zu etablieren (49), insbesondere nach Abschluld einer
interferonbasierten Therapie (16, 28, 144). Allerdings fehlen diesbeziglich
aussagekraftige Untersuchungen im Hinblick auf die 2’-5’-OAS/RNase L Aktivitat bei
Patienten mit unterschiedlichen HCV-Genotypinfektionen ohne und unter antiviraler
Therapie. Hier sind weitergehende Untersuchungen erforderlich, um die antivirale

Therapie indiviuell zu optimieren.
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6. Abkilrzungsverzeichnis
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