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1. EINLEITUNG 

 

 

1.1. Historie 

 

Nach der Identifikation des Hepatitis B Virus in den sechziger Jahren des zwanzigsten 

Jahrhunderts und des Hepatitis A Virus in den Siebzigern (14, 87) wurde bald deutlich, 

dass ein weiterer, bisher unbekannter Erreger existieren musste, der ebenfalls Hepatiti-

den auszulösen vermochte. Die durch ihn verursachte, oft nach Bluttransfusionen auftre-

tende Gelbsucht wurde in Unkenntnis des Erregers zunächst Non-A-Non-B Hepatitis 

(NANBH) genannt. Durch molekularbiologische Methoden gelang es 1989, den Erreger 

aus dem Serum von mit Non-A-Non-B Hepatitis infizierten Schimpansen zu isolieren. 

Dazu wurde aus dem Serum die gesamt-RNA extrahiert, daraus per reverser Transkrip-

tion komplementäre DNA (cDNA) hergestellt und diese in einer Expressionsgenbiblio-

thek in ?-gt Bacteriophagen etabliert. Nach Transfektion in E. coli wurden die so ex-

primierten Proteine auf Reaktivität mit Sera getestet, die von mit NANBH infizierten 

Patienten stammten, bis sich nach mehr als einer Million untersuchter Proteine ein posi-

tiver Klon fand, der offensichtlich Virusnukleinsäure exprimierte. Aus diesem wurde 

letztendlich das Genom des später als Hepatitis C Virus identifizierten Erregers sequen-

ziert (17, 24). 

 

 

1.2. Molekularbiologie des Hepatitis C Virus 

 

1.2.1. Taxonomie 

 

Das Hepatitis C Virus ist als humanpathogenes, hepatotrophes, parenteral übertragbares 

Virus der einzige Vertreter der Gattung Hepacivirus, welche widerum zusammen mit 

den Gattungen Flavivirus und Pestivirus die Virusfamilie der Flaviviridae bildet (18, 

111) (Tab. 1.1). Die Vertreter des Genus Flavivirus sind humanpathogene Erreger von 

Enzephalitiden und hämorrhagischen Fiebern, Pestiviren sind ausschliesslich tierpatho-
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gen. Während die Gattung Flavivirus als Überträger Gliederfüssler benötigt, können die 

Gattungen Hepaci- und Pestivirus direkt persistente Infektionen in Säugern hervorrufen.  

 

Familie Genus Spezies Genotypen 

Flaviviridae Flavivirus FSME  

  YFV  

  DENV Dengue 1-4 

  JEV  

  WNV  

 Hepacivirus HCV HCV 1-6 

 Pestivirus BDV  

  BVBV  

  HCHV  

  CSFV  

 bisher nicht zugeordnet GBV-A, -B, -C  

  HGV  

Tab. 1.1. Taxonomische Klassifikation der Flaviviridae. Es sind nur die wichtigsten Vertreter aufgeführt. 

Abkürzungen: FSME: Frühsommer-Meningo-Enzephalitis, YFV: Gelbfieber, DENV: Dengue-Fieber, 

JEV: Japanische Enzephalitis, WNV: West-Nil-Fieber, HCV: Hepatitis C Virus, BDV: Border Disease 

Virus, BVDV: Bovine Viral Diarrhea Virus, HCHV: Hog Cholera Virus, CSFV: Classical Swine Fever 

Virus, GBV: GB-Virus Typ A, B, C, HGV: Hepatitis G Virus. 

 

 

1.2.2. HCV Genotypen und geographisches Verteilungsmuster 

 

Durch phylogenetische Untersuchungen von bisher sequenzierten HCV Isolaten können 

heute weltweit mindestens sechs verschiedene Genotypen (Typ 1 bis 6) unterschieden 

werden, die im Bereich der strukturellen Proteine Basensequenzunterschiede von über 

30 % aufweisen. Des weiteren lassen sich innerhalb der Gruppen weitere Subtypen (a, 

b, c) unterscheiden, deren Homologie untereinander 80 – 90 % beträgt. Etwa 5 % aller 

HCV Isolate lassen sich als Ausdruck der starken Quasispeziesbildung keiner Gruppe 

zuordnen (20, 78, 101). 
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Weltweit lassen sich deutliche Unterschiede in der Prävalenz der einzelnen Subtypen 

feststellen. In Deutschland und Europa herrscht der Genotyp 1 vor, wobei der Subtyp 1b 

über 1a dominiert. Diese beiden Subtypen von HCV machen hier zusammen etwa 50 

bis 70 % aller Infektionen aus. In absteigender Häufigkeit folgen dann HCV 3a, 2a und 

2c. Andere Genotypen sind in Europa nur sehr selten anzutreffen (10, 91). In Nordame-

rika ähneln die Häufigkeiten denen in Europa, mit dem Unterschied, dass in den USA 

der Typ 1a noch vor 1b die häufigste Variante darstellt (11, 70). Genotyp 4 findet sich 

gehäuft in Afrika, im Wesentlichen in Ägypten und Kamerun sowie im Nahen Osten 

(77, 117), Genotyp 5 in Südafrika (102) und Genotyp 6 in Südostasien (27, 72) 

 

 

1.2.3. Morphologie 

 

Flaviviridae sind morphologisch gekennzeichnet durch ein ikosaedrisches Kapsid, wel-

ches von einer enganliegenden, mit mindestens zwei verschiedenen Hüllglykoproteinen 

(E1 und E2 bei Hepacivirus, E und M bei Flavivirus, E1, E2 und Erns bei Pestivirus) 

besetzten Lipidhülle umgeben ist. Im Inneren befindet sich die einzelsträngige genomi-

sche (+)-RNA assoziiert mit dem Kapsid (Core, C) Protein. Der Durchmesser des 

Kapsids beträgt ca. 30 nm, die des ganzen Virions ca. 50 nm. Eine elektronenmikrosko-

pische Darstellung des intakten Hepatitis C Virus ist bisher nicht gelungen. 

 

 

1.2.4. Molekularer Aufbau 

 

Die positiv orientierte RNA des Hepatitis C Virus umfasst etwa 9.600 Basenpaare und 

dient in der Zelle direkt als mRNA. Sie kodiert in einem einzigen grossen Leseraster 

(open reading frame, ORF) für ein ca. 3000 Aminosäuren langes Polyprotein, welches 

durch zelleigene Signalpeptidasen des endoplasmatischen Retikulums und viruskodierte 

Proteasen zum Teil bereits während der Translation, teils erst danach in die einzelnen 

Virusproteine gespalten wird (5, 6, 36, 60, 88). Die Virus RNA besitzt bei den Gattun-

gen Hepaci- und Pestivirus jedoch keine Cap-Struktur am 5' Ende, welche normalerwei-

se für die Bindung der Ribosomen an die RNA benötigt wird, sondern stattdessen eine 
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interne Ribosomeneintrittsstelle (internal ribosome entry site, IRES). Mit ihr kann die 

Expression des HCV Polyproteins ohne Zuhilfenahme zelleigener Expressionsfaktoren 

direkt vom AUG Startcodon aus gesteuert werden (31, 89). Diese Ribosomeneintritts-

stelle befindet sich in einem Abschnitt eines 341 Basen umfassenden, hochkonservier-

ten, nicht translatierten Überhanges am 5' Ende der RNA (nicht-translatierte Region, 

5'NTR). Am 3' Ende des Genoms befindet sich ebenfalls eine NTR, diese ist 230 Basen 

lang und unterteilt sich in einen kurzen variablen Abschnitt, gefolgt von einer poly-

U/UT-Sequenz und einer hochkonservierten Region von 98 Nukleotiden an deren Ende. 

Nach der Spaltung des Polyproteins entstehen folgende virale Proteine (Angabe in Rich-

tung 5' à 3'): Kapsid (Core, C), Hüllprotein 1 (Envelope, E1), Hüllprotein 2 (E2), p7 

und die nicht-strukturellen Proteine NS2, 3, 4A, 4B, 5A und 5B. 

 

Aufgrund der hohen Fehlerrate der RNA Polymerasen (ca. 2·10-3 Mutationen pro Nu-

kleotid pro Jahr) bei einer gleichzeitig hohen Replikationsrate (die Virushalbwertszeit 

beträgt lediglich 2 bis 3  Stunden) (42) entstehen im Laufe der Zeit bei einer chronifi-

zierten Infektion zahlreiche unterschiedliche HCV Isolate (Quasispezies) (42, 79, 80, 

100), die sich teilweise nur in der Nukeotidsequenz, teilweise aber auch erheblich in der 

Aminosäuresequenz unterscheiden. In bestimmten hypervariablen Regionen (HVR) des 

HCV Genoms beträgt die Mutationsfrequenz sogar bis zu 0,13·10-1 Mutationen pro Nu-

kleotidposition und Jahr (54). Diese enorme Wandlungsfähigkeit des Virusgenoms wird 

verantwortlich gemacht für die hohe Chronifizierungsrate durch ständige immunologi-

sche Alteration (Escape-Phänomen) (114). 

 

 

1.2.4.1. Strukturelle Proteine 

 

Das Core Protein kommt in zwei Erscheinungsformen vor, als 23 kDa und als 21 kDa 

schweres Protein. Es wird angenommen, dass das schwerere Protein zunächst am Endo-

plasmatischen Retikulum der Zelle synthetisiert und dann im Zytoplasma weiter zur 21 

kDa Variante prozessiert wird, welche dann den eigentlichen Bestandteil des nativen 

Virus darstellt. Aus ihm ist das Kapsid zusammengesetzt, welches in seinem Inneren die 

virale Nukleinsäure enthält (90, 116). Des weiteren scheint das Core Protein auch eine 
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Rolle bei der Entstehung eines hepatozellulären Karzinoms bei chronischer HCV Infek-

tion zu spielen, indem es die zelleigenen DNA Reparaturmechanismen hemmt (55, 

110). 

 

Neueren Untersuchungen zufolge wird bei HCV Typ 1 im Bereich des Core Proteins 

durch einen Frameshift ein weiteres Protein synthetisiert. Dieses sogenannte F Protein 

oder auch core+1 Protein wird beim Subtyp 1a durch eine Verschiebung des Leserasters 

bei Codon 11 translatiert (112, 115), bei Subtyp 1b durch eine Verschiebung bei Codon 

42 (15). Antikörper gegen dieses ca. 17 kd grosse Protein konnten bei Patienten mit 

chronischer Hepatitis C nachgewiesen werden, seine Bedeutung ist jedoch bislang un-

klar. 

 

Die beiden Glykoproteine E1 und E2 sind Typ I Transmembranproteine. Am aminoter-

minalen Ende des E2 Proteins befindet sich eine hypervariable Region (HVR1), der eine 

bedeutende Rolle bei der Chronifizierung einer HCV Infektion zugesprochen wird (51). 

Mutationen im Bereich der HVR1 als eine massgebliche Ursache für ein Nichtanspre-

chen auf eine Interferon basierte Therapie wurden in zahlreichen Studien untersucht, 

bisher jedoch ohne ein einheitliches Ergebnis. Weiterhin befinden sich auf dem E2 Pro-

tein eine HVR2, eine mutmaßliche CD81 Rezeptorbindungsregion und eine PKR/eIF2a 

Phosphorylierungs-Homologiedomäne, deren Bedeutung für eine Therapieresistenz 

bzw. für die Entwicklung der HCV-assoziierten Kryoglobulinämie näher untersucht 

wurden (43, 44, 97, 105, 106). 

 

Die Rolle des vom E2 Protein nicht vollständig abgespaltenen Proteins p7 ist bislang 

unklar. In vitro Studien gaben Hinweise auf eine Funktion als viruskodierter Ionenka-

nal. Dies könnte sich für einen neuen Ansatz in der antiviralen Therapie als wichtig er-

weisen, zumal sich der synthetisierte Ionenkanal durch verschiedene Stoffe blocken 

liess (37, 81). In vivo Studien legen ausserdem eine genotypspezifische Unverzichtbar-

keit für die Infektiösität von HCV nahe (93). 
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1.2.4.2. Nichtstrukturelle Proteine 

 

Das NS2 Protein spaltet sich in einer autokatalytischen Reaktion vom NS3 Protein ab. 

Es scheint weiterhin regulatorisch im Sinne eines inhibitorischen Expressionsfaktors in 

den DNA-Stoffwechsel der Wirtszellen einzugreifen (26). NS3 selber spaltet sich zu-

nächst ebenfalls autokatalytisch von NS4A ab, mit welchem es anschliessend einen sta-

bilen Komplex zur NS3/NS4A Protease bildet und die restlichen nichtstrukturellen 

HCV Proteine prozessiert (4, 5, 6, 60). Das NS3 Protein beinhaltet ausserdem eine Nu-

kleosidtriphosphatase (NTPase) / RNA-Helikase, die bei der Replikation der HCV RNA 

benötigt wird (86). NS4A ist ein wichtiger Kofaktor für die NS3/4A Protease und ist 

darüber hinaus an Phosphorylierungsvorgängen beteiligt. Über das NS4B Protein ist 

bislang nur sehr wenig bekannt. Es ist sowohl zytoplasmatisch als auch am endoplasma-

tischen Retikulum zu finden und scheint als Membrananker regulatorische Eigenschaf-

ten für die Virusreplikation zu besitzen (64, 83). NS5A scheint neben vielen regulatori-

schen Funktionen auch eine besondere Rolle bei der Resistenz gegen eine Interferon-

basierte Therapie zu spielen (16, 95, 96, 98, 99, 104). Das NS5B Protein schliesslich 

stellt eine transmembranär verankerte, HCV-spezifische RNA-abhängige RNA Polyme-

rase dar, die für die Replikation des Virusgenoms zwingend notwendig ist (56, 58, 63, 

83). 

 

Eine Übersicht über den genomischen Aufbau des Hepatitis C Virus kann Abb. 1.1 ent-

nommen werden. 



 

 

C E1 E2 p7 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B

19
13

24
19

17
4 19

1

38
3

74
6

80
9

10
06

16
15

17
11

21/23kDa
17kDa

30-35kDa 70kDa 7kDa 23kDa 70kDa 8kDa 27kDa 56/58kDa 68kDa

Kapsid
F-Protein

Hüll-
glykoproteine

? Metallo-/
Zysteinprotease

Serin-
protease

NTPase/
Helicase

NS3-Protease
Kofaktor

? Interferon-
resistenz?

RNA-abhängige
RNA-Polymerase

Strukturproteine Nicht-Strukturproteine
(U/UC)

5‘

I

II III

IV
IRES

3‘

HCV-Genom (ca. 9,6 kb)

 

Abb. 1.1. HCV Genomstruktur. Die Pfeile geben die Schnittstellen des Polyproteins wieder und sind mit der Nummer der Aminosäure bezeichnet (Zählung nach dem 

HCV 1b Prototyp HCV-J) (49). Näheres siehe Text. 
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1.3. Infektion und Krankheit 

 

 

1.3.1. Natürlicher Verlauf 

 

Das Hepatitis C Virus wird nach heutigem Kenntnisstand ausschliesslich parenteral 

übertragen. Hierbei spielt der Weg über Blut und Blutprodukte sowie nicht genügend 

sterilisierte Instrumente und Kanülen (insbesondere bei i.v. Drogenabusus) die grösste 

Rolle. Eine sexuelle sowie perinatale Übertragung von Hepatitis C ist möglich, aber im 

Vergleich zu den beiden Hauptübertragungswegen sehr selten (121). Nach Schätzungen 

der WHO liegt die weltweite Prävalenz der HCV Infektion bei etwa 3 %, jedoch mit 

erheblichen regionalen Schwankungen (1, 109). In Deutschland sind ca. 0,4 – 0,6 % der 

Bevölkerung an Hepatitis C erkrankt (HCV Antikörper positiv), bei einer jährlichen 

Neuinfektionsrate von über 5.000 Menschen (39). 

 

Ähnlich wie bei der Hepatitis A und B treten bei einer akuten Neuinfektion mit HCV 

nur selten typische Hepatitis-Zeichen auf. Oft verläuft die Krankheit zunächst inappa-

rent oder mit unspezifischen grippeähnlichen Symptomen. Neben dem Hauptzielorgan 

Leber vermehrt sich das Virus vermutlich auch in mononukleären Zellen des Blutes. In 

den ersten Wochen der Infektion kommt es zunächst zu einer Vermehrung des Virus mit 

einer HCV RNA Konzentration im Blut von bis zu 108 IU / ml, wobei aufgrund der ho-

hen Fehlerrate der Virus-RNA-Polymerase vermutlich nur etwa 1 bis 10 % der Virus-

partikel infektiös sind (17, 65). In diesem Stadium kann die Infektion nur durch einen 

direkten Nachweis erfolgen, die klinischen Laborparameter bleiben im Normbereich. 

Nach vier bis zwölf Wochen kommt es zu einer milden, meist anikterischen Hepatitis 

mit einer mässigen Erhöhung der Alaninaminotransferase (ALT) im Serum. Schwere 

Verläufe mit fulminantem Leberversagen sind sehr selten.  

 

In der Mehrzahl der Fälle kommt es jedoch nicht zu einer Ausheilung der akuten Infek-

tion, sondern in 60 – 80 % der Fälle zu einer Chronifizierung der Krankheit (2). Dabei 

entsteht im Verlauf über Jahrzehnte eine progrediente Leberzirrhose mit einem signifi-

kant erhöhten Risiko für die Entwicklung eines Hepatozellulären Karzinoms (HCC), 
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wobei die Rolle von HCV-eigenen Proteinen bei der Karzinogenese bisher nicht genau 

bekannt ist (82, 92, 108). Die lange, milde Verlaufsform der Infektion deutet darauf hin, 

dass das Virus an sich nur wenig zytotoxisch ist, die beobachteten Symptome sind eher 

Ausdruck der Immunabwehr des Körpers. Unterstützt wird diese Vermutung durch die 

Tatsache, dass Akutinfektionen mit starker Symptomatik als Ausdruck einer kräftigen 

Immunantwort deutlich häufiger (ca. 50 % der Fälle) zu einer Ausheilung gelangen als 

asymptomatische. Insbesondere eine T-Zell vermittelte Immunantwort scheint hier eine 

entscheidende Rolle zu spielen (35). 

 

 

1.3.2. Therapie der chronischen Hepatitis C Infektion 

 

Noch vor der Erstbeschreibung des Hepatitis C Virus wurden erste erfolgreiche Thera-

pieversuche der chronischen Non-A-Non-B Hepatitis mit Interferon alpha (IFNa) 

durchgeführt (46). Die Ansprechraten der IFNa Monotherapie lagen jedoch nur bei ca. 

10 %. Eine deutliche Verbesserung gelang durch die Einführung einer Kombinations-

therapie aus IFNa und dem Nukleosidanalogon Ribavirin über 48 Wochen. Hierbei 

konnten die Ansprechraten auf ca. 40 % angehoben werden (69, 85). Gegen Ende der 

90er Jahre wurden pegylierte (PEG) Interferone eingeführt, die durch einen verzögerten 

Abbau einen konstanteren Wirkspiegel im Serum gewährleisteten. Die Erfolgsraten ei-

ner Monotherapie mit Peginterferon alpha waren mit 20 – 40 % vergleichbar mit denen 

einer Kombinationstherapie mit Standard-IFNa und Ribavirin (119). Als logische 

Schlussfolgerung daraus wurde eine Kombinationstherapie von Peginterferon alpha plus 

Ribavirin untersucht, welche die Ansprechraten erneut verbessern konnte und heute als 

Standardtherapie angesehen wird. In Abhängigkeit der Therapiedauer zeigen ca. 50 –  

60 % aller Patienten mit einer chronischen HCV Infektion hierunter ein dauerhaftes 

virologisches Ansprechen. Interessant ist hierbei, dass eine Infektion mit Genotyp 1 nur 

in 40 – 50 % der Fälle ein Ansprechen zeigt, bei Genotyp 2 und 3 liegen die Erfolgs-

quoten dagegen bei 80 – 90 % (32, 40, 66). 
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1.4. Möglichkeiten der in vitro Untersuchung von HCV 

 

 

1.4.1. Tiermodelle 

 

Durch die hohe Speziesselektivität von HCV ist es bisher nicht möglich, das Virus, be-

ziehungsweise den Infektionsverlauf oder neue Therapieansätze am Kleintiermodell 

effektiv zu studieren. Einzig Schimpansen zeigen sich empfänglich für eine Infektion 

mit HCV, doch sind tierexperimentelle Untersuchungen dadurch aufwendig, teuer und, 

bedingt durch einen vergleichsweise milderen und häufig kurzen Verlauf, nur einge-

schränkt aussagekräftig (8).  

 

 

1.4.2. Zellkulturmodelle 

 

Bis vor kurzem existierten keine Zellkulturmodelle, in denen HCV kontinuierlich zur 

Replikation gebracht werden konnte. 1998 gelang eine stabile und regulierbare Expres-

sion des gesamten ORF in Zellkultur in Osteosarkomzellen (74). Ein erstes stabiles re-

plikatives Zellkulturmodell der nichtstrukturellen Proteine in Hepatomazellen der Linie 

Huh-7 auf der Basis eines HCV Genotyp 1b Isolats wurde von Lohmann und Bar-

tenschlager 1999 etabliert (62) und bot erstmals die Möglichkeit, HCV in einer Leber-

zellkultur zu untersuchen. Adaptive Mutationen im Virusgenom sowie Anpassungsvor-

gänge in der Zellinie konnten in nachfolgenden Arbeiten die Replikationseffizienz des 

Replikons deutlich erhöhen (59, 61). Seit kurzem existieren auch HCV Replikons ande-

rer HCV Subtypen (HCV 1a, HCV 2) und in verschiedenen anderen Zellinien (Maus 

Hepatomazellen sowie humane Epithelzellinien) (12, 13, 38, 48, 52, 122). Die Über-

tragbarkeit dieser Zellkulturmodelle auf die Situation in vivo scheint durch die adaptati-

ven Mutationen jedoch nur eingeschränkt möglich (19). 
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2. FRAGESTELLUNG 

 

 

Ein grundsätzliches Problem des bestehenden HCV Zellkulturmodells ist die fehlende 

klinische Charakterisierung der HCV Isolate. Es sind keine Informationen hinsichtlich 

der Patienten, des Verlaufs und eines eventuellen Erfolges einer Therapie verfügbar. Es 

stellt sich beim Betrachten der Therapiestatistiken jedoch die Frage, wie das teilweise 

stark unterschiedliche Ansprechen verschiedener Genotypen, Subtypen und Isolate un-

tereinander auf eine interferonbasierte Therapie zu erklären ist. Hierzu wären replikative 

Zellkulturmodelle mit klinisch charakterisierten Isolaten nötig, an denen eventuelle Un-

terschiede, insbesondere eine aufgetretene Interferonresistenz, untersucht werden kön-

nen. Daraus ergibt sich die Aufgabenstellung dieser Arbeit: Herstellung von Replikons, 

deren klinischer Hintergrund (Patient, Genotyp, Verhalten unter IFN-basierter Therapie) 

klar dokumentiert ist zur Einbringung in Zellkulturmodelle. 
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3. PATIENTEN 

 

 

Die Sera, aus denen die Isolate für diese Arbeit gewonnen wurden, stammen alle von 

Patienten, die an chronischer Hepatitis C (HCV Genotyp 1b) erkrankt waren und im 

Rahmen von Studien an einer kombinierten Therapie mit Interferon alpha-2b und Riba-

virin teilnahmen. Alle verwandten Sera wurden vor Beginn der Therapie entnommen 

und bei –80 °C eingelagert. Alle Patienten haben die Studien inklusive der Nachkontrol-

len abgeschlossen und sind in Hinblick auf ihren Krankheitsverlauf vollständig doku-

mentiert. 

 

Folgende Sera wurden für diese Arbeit ausgewählt: 

 

Serum Nr. Initialen Therapieregime virolog. Ansprechen 

3423 H-R 1 dauerhaftes Ansprechen 

8036 H-H 1 dauerhaftes Ansprechen 

8422 M-H 2 fehlendes Ansprechen 

8467 J-S 1 dauerhaftes Ansprechen 

8757 G-H 1 fehlendes Ansprechen 

8769 R-T 2 dauerhaftes Ansprechen 

Tab. 3.1. In dieser Arbeit verwandte Sera. Die entsprechenden Therapieregime können Tab. 3.2 entnom-
men werden. 

 

 Interferon Ribavirin Dauer 

Regime 1 
standard IFN-alpha-2b 3x3 Mio IE 

pro Woche 

1000 mg/d < 75 kg KG 

1200 mg/d = 75 kg KG 
48 Wochen 

Regime 2 

10 Mio IFN/Tag für 2 Wochen 

5 Mio IFN/Tag für 6 Wochen 

3 Mio IFN/Tag für 16 Wochen 

3x3 Mio IFN/Wo für 24 Wochen 

1000 mg/d < 75 kg KG 

1200 mg/d = 75 kg KG 
48 Wochen 

Tab. 3.2. Interferon- und Ribavirindosierungen in den einzelnen Therapieregimen. KG: Körpergewicht. 
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4. MATERIAL 

 

 

4.1. Reagenzien 

 

5-bromo-4-chloro-3-indoyl-ß-D-galactosid (X-gal, C14H15BrClNO6, Roth, Karlsruhe); 

Agarose NEEO (Roth, Karlsruhe); Agarose Standard (Quantum, Heidelberg); Ampicil-

lin-Natriumsalz (D-[+]-a-Aminobezylpenicillin, C16H18N3NaO4S, AppliChem, Darm-

stadt); Aqua bidestillata (B.Braun, Melsungen); β-Mercaptoethanol (Stratagene, Am-

sterdam, Niederlande); Borsäure (H3BO3, AppliChem, Darmstadt); Bromphenolblau 

(Sigma-Aldrich, Steinheim); Casein Hydrolysat (Gibco BRL Life Technologies, Eggen-

stein); D-(+)-Saccharose (Fluka, Neu-Ulm); Desoxyadenosintriphosphat-Lithium 

(dATP, 100 mM, Roche, Mannheim); Desoxyadenosintriphosphat-Natrium (dATP, 100 

mM, Natriumsalz, Roche, Mannheim); Desoxycytidintriphosphat-Lithium (dCTP, 100 

mM, Roche, Mannheim); Desoxycytidintriphosphat-Natrium (dCTP, 100 mM, Roche, 

Mannheim); Desoxyguanosintriphosphat-Lithium (dGTP, 100 mM, Roche, Mannheim); 

Desoxyguanosintriphosphat-Natrium (dGTP, 100 mM, Roche, Mannheim); Desoxy-

nukleosidtriphosphat-Mix (dNTP-Mix, 10mM, Invitrogen, Groningen, Niederlande); 

Desoxythymidintriphosphat-Lithium (dTTP, 100 mM, Roche, Mannheim); Desoxythy-

midintriphosphat-Natrium (dTTP, 100 mM, Roche, Mannheim); Dimethylsulfoxid 

(DMSO, Merck, Darmstadt); Dithiothreitol (DTT, 100 mM, Roche, Mannheim); DNA-

Längenstandards: DNA Molecular Weight Marker VI (Roche, Mannheim), λ-

DNA/HindIII Marker 2 (MBI Fermentas, St.Leon-Rot) und 100bp Ladder (Gibco BRL 

Life Technologies, Eggenstein); Elektrophoresegel zur Sequenzierung (ABI 3100 Pop-6 

[Performance optimized polymer 6], Perkin Elmer / Applied Biosystems, Weiterstadt); 

Ethidiumbromid (EtBr, 10 mg/ml, AppliChem, Darmstadt); Ethylendiamintetraacetat 

(EDTA, Sigma-Aldrich, Steinheim); Expand Long Template PCR System: Expand Buf-

fer 3 (Roche, Mannheim), Expand RT Buffer (Roche, Mannheim); Glucose 20% (B. 

Braun, Melsungen); Harnstoff (CH4N2O, Roth, Karlsruhe); Hefe-Extrakt (Gibco BRL 

Life Technologies, Eggenstein); Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid (IPTG, C9H18O5S, 

AppliChem, Darmstadt); Kaliumchlorid (KCl, Roth, Karlsruhe); Kaliumphosphat 

(KH2PO4, Roth, Karlsruhe); Kalziumchlorid (CaCl2, Roth, Karlsruhe); Kanamycin A 
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(C18H36N4O11·H2SO4, Sigma-Aldrich, Steinheim); Luria-Bertani Agar (LB, Gibco BRL 

Life Technologies, Eggenstein); Luria-Bertani Broth Base (LB Broth, Gibco BRL Life 

Technologies, Eggenstein); Magnesiumchlorid (MgCl2, 25 mM, Perkin Elmer / Applied 

Biosystems, Weiterstadt); Magnesiumsulfat (MgSO4, Perkin Elmer / Applied Biosy-

stems, Weiterstadt); Methylenblau (Invitrogen, Groningen, Niederlande); N,N-

Dimethylformamid (C3H7NO, Merck, Darmstadt); Natriumchlorid (NaCl, Roth, Karls-

ruhe); Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4, Roth, Karlsruhe); NZ Amine (Casein Hy-

drolysat, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein); PCR Reaction Buffer (Roche, 

Mannheim); Random Hexamere (50 µM, Perkin Elmer / Applied Biosystems, Weiter-

stadt); RNAse freies Wasser (Diethylpyrocarbonat [DEPC] behandelt, Fluka, Neu-

Ulm); TSR Puffer (Template Suppression Reagent, Perkin Elmer / Applied Biosystems, 

Weiterstadt); Tris-Puffer (Tris[Hydroxymethyl]aminomethan, NH2C(CH2OH)3, Amers-

ham Biosciences, Freiburg); Trypton (Casein Hydrolysat, Gibco BRL Life Technolo-

gies, Eggenstein). 

 

 

4.2. Enzyme 

 

4.2.1. Restriktionsendonukleasen 

 

Enzym Konz. Zielsequenz mit  

Schnittstellen 

Bezugsquelle 

Afl II 10 U/µl C? TTAA? G Roche, Mannheim 

Asc I 10 U/µl GG? CGCG? CC New England Biolabs, Frankfurt a.M. 

Ase I 10 U/µl AT? TA? AT New England Biolabs, Frankfurt a.M. 

Bae Ia 5 U/µl 
?

10(N)ACNNNNGTAYC(N)12
?  

? 15(N)TGNNNNCATUG(N)7?  
New England Biolabs, Frankfurt a.M. 

Bgl I 10 U/µl GCCN? NNN? NGGC Roche, Mannheim 

Bgl II 10 U/µl A? GATC? T MBI Fermentas, St.Leon-Rot 

Bsp EI 10 U/µl T? CCGG? A New England Biolabs, Frankfurt a.M. 

Bst XI 10 U/µl CCAN? NNNN? NTGG MBI Fermentas, St.Leon-Rot 

Dpn I 10 U/µl GA? TC Stratagene, Amsterdam, Niederlande 
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Eco RI 10 U/µl G? AATT? C Roche, Mannheim 

Hin dIII 10 U/µl A? AGCT? T Roche, Mannheim 

Mun I 10 U/µl C? AATT? G MBI Fermentas, St.Leon-Rot 

Nco I 10 U/µl C? CATG? G Roche, Mannheim 

Pme I 5 U/µl GTTT? AAAC MBI Fermentas, St.Leon-Rot 

Sal I 10 U /µl G? TCGA? C Roche, Mannheim 

Sca I 10 U/µl AGT? ACT Roche, Mannheim 

Sfi I 10 U/µl GGCCN? NNN? NGGCC Roche, Mannheim 

Spe I 10 U/µl A? CTAG? T Roche, Mannheim 

 

 

4.2.2. Andere Enzyme 

 

AmpliTaq Gold DNA Polymerase (E.C.2.7.7.7, 5 U/µl, Perkin Elmer / Applied Biosy-

stems, Weiterstadt); Expand Pwo/Taq DNA Polymerase-Mix (3,5 U/µl, Roche, Mann-

heim); Expand Reverse Transkriptase (E.C.2.7.7.49, 50 U/µl, Roche, Mannheim); Pfu-

Turbo DNA Polymerase (2,5 U/µl, Stratagene, Amsterdam, Niederlande); RNAse Inhi-

bitor (RNaseOut, 40 U/µl, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein); SuperScript 

Reverse Transkriptase  (Moloney Murine Leukämie-Virus [M-MLV] RNAse H-, 200 

U/µl, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein); T4 DNA Ligase (1 U/µl, MBI Fer-

mentas, St.Leon-Rot). 

 

 

4.3. Fertige Reagenzien-Sets 

 

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit 2.0 (Perkin Elmer / Applied Biosystems, 

Weiterstadt); DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, Hilden); Expand Long Template PCR Sy-

stem (Roche, Mannheim); JETstar Plasmid Maxiprep Kit (Genomed, Bad Oeynhausen); 

QIAamp Viral RNA Mini Spin Kit (Qiagen, Hilden); QIAprep Spin Miniprep Kit (Qia-

gen, Hilden); QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden); QIAquick PCR Purificati-

on Kit (Qiagen, Hilden); QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, 

Amsterdam, Niederlande); S.N.A.P. Gel Purification Kit (Invitrogen, Groningen, Nie-
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derlande); TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Groningen, Niederlande); TOPO TA 

Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen, Groningen, Niederlande); TOPO XL PCR Clo-

ning Kit (Invitrogen, Groningen, Niederlande). 

 

 

4.4. Bakterienstämme 

 

E. coli TOP10: F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR 

araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG (Invitrogen, Groningen, 

Niederlande). 

 

E. coli TOP10F´: F´ mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 

deoR araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG (Invitrogen, Gro-

ningen, Niederlande). 

 

E. coli XL10-Gold: TetR ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 

recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F´ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (TetR) Amy CamR]a (Strata-

gene, Amsterdam, Niederlande). 

 

E. coli DH5α: F- F 80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 

hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 (Gibco BRL Life Technologies, 

Eggenstein). 

 

Alle verwendeten E. coli Bakterien sind modifizierte Abkömmlinge des defizienten, 

apathogenen Klonierungs-Stammes K12. 

 

 

4.5. Vektoren 

 

pCR 2.1-TOPO (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 

pCR 4-TOPO (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 

pCR-XL-TOPO (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 
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pFK1 (Prof. R. Bartenschlager, Universität Heidelberg) 

 

Die einzelnen TOPO-Vektoren sind Varianten des pBR322 Vektors und unterscheiden 

sich nur hinsichtlich ihrer Restriktionsschnittstellen und eingebauten Primersequenzen. 

Der Grundsätzliche Aufbau ist in Abb. 4.1 dargestellt. Der pFK1 Vektor ist ebenfalls 

ein modifizierter pBR322 Vektor mit originären HCV 5'- und 3'-NTR-Enden (Abb. 

4.2). Näheres zum pFK1 Vektor siehe 5.12. 

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT             AAG GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAA TTC CCG CTT AAG ACG

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT
CTC ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

205

426

M13 Reverse Primer

lacZa ATG Hind III Kpn I Sac I BamH I Spe I

BsfX I EcoR I EcoR I

EcoR V BsfX I Not I Xho I Nsi I Xba I Apa I

M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) PrimerT7 Promotor

PCR Produkt

+1

 

Abb. 4.1. Karte des pCR-TOPO TA Vektors. Die einzelnen Vektoren (pCR 2.1, pCR4 und pCR XL) 

unterscheiden sich lediglich in den eingebauten Schnittstellen und Primersequenzen. 
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HindIII
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caI
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am
p

r

HindIII
(11028)

AscI
(392)

PmeI
(1197)

SpeI
(8021)

T3

pFK I389neo/NS3-3‘
11067bp

T7

Afl II
(7802)

1816 3709 3871 4654 6010 7785

HCV 5´ NTR (IRES) HCV 3´ NTR

Nichtstrukturelle HCV Gene NS3 – NS5B

 

Abb. 4.2. Schematische Darstellung des pFK1 Vektors. Näheres siehe 5.12. 

 

 

4.6. Geräte 

 

Autoklav CV-EL 18L (CertoClav, Traun, Österreich); DNA-Sequenzer ABI Prism 310 

Genetic Analyzer (Perkin Elmer / Applied Biosystems, Weiterstadt); Eisbad (Neolab, 

Heidelberg); Elektrophoresekammer Horizon 11 14 (Gibco BRL Life Technologies, 

Eggenstein); Elektrophorese-Spannungsgeber Consort E443 (Keutz, Reiskirchen) und 

Consort E835 (Keutz, Reiskirchen); Erlenmeyerkolben mit Schikanen 1000 ml (Nalge-

ne Nunc, Wiesbaden); Film (Polaroid 667, Polaroid, St. Albans, England); Inkubati-

onsschüttler TR-225 Novotron (Infors HT, Einsbach); Kamera (Fotodyne, Hartland, 

USA); Laminar-Abzug (Köttermann 8511, Köttermann, Uetze); Magnetrührer Ikamag 

Ret (IKA Labortechnik, Staufen); Mikrowelle (Bosch, Stuttgart); Nitril-Handschuhe 

(SafeSkin, Neolab, Heidelberg); Oak-Ridge-Zentrifugenröhrchen 50 ml (Polycarbonat, 

Nalgene Nunc, Wiesbaden); Petri-Schalen (BD Biosciences Discovery Labware, Hei-

delberg); Photospektrometer U-2000 (Hitachi, München); Sterilfilter-Pipettenspitzen 

(Aerosol-resistent, Nuklease-frei, steril, Molecular Bio-Products, San Diego, USA); 

Thermocycler GeneAmp PCR System 2400, GeneAmp PCR System 9700 und DNA 

Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer / Applied Biosystems, Weiterstadt); Thermomixer 

5437 (Eppendorf, Hamburg); Transilluminator (Fluo-Link, Biometra, Göttingen); Vor-

texer REAX 2000 (Heidolph, Schwabach); Waage (Sartorius Basic, Sartorius, Göttin-

gen); Wärmeschrank (Biometra, Göttingen); Wasserheizbad (Precision, Winchester, 

USA); Zentrifugen: Mini-Zentrifuge (National Labnet Co., Woodbridge, USA), Biofuge 
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fresco (Heraeus / Kendro, Hanau), Mikro 22 R (Hettich, Bäch, Schweiz), RC 28 S Su-

praSpeed (Sorvall / Kendro, Hanau), Centrifuge 5417C (Eppendorf, Hamburg) und Me-

gafuge 2.0 (Heraeus / Kendro, Hanau). 

 

 

4.7. Lösungen 

 

PBS-Puffer:  8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,15 g NaHPO4·2H2O und 0,2 g KH2PO4 

in einem Liter Aqua bidestillata lösen und bei 4°C auf pH 7,4 ein-

stellen (Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein). 

 

TE-Puffer:  10 mM Tris-HCl und 1 mM EDTA, pH 8,0. 

 

TBE-Puffer: 100 mM Tris, 90 mM Borsäure, 1 mM EDTA, pH 8,3 (Gibco 

BRL Life Technologies, Eggenstein). 

 

TAE-Puffer 40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,3 (Gibco BRL Life Tech-

nologies, Eggenstein). 

 

Ladungspuffer (loading buffer):  2 g Bromphenolblau, 60 g Saccharose, 2 mmol EDTA 

und 36 g Harnstoff in 100 ml Aqua bidest. lösen und autoklavie-

ren. 

 

Agarose-Gel für kurze Amplifikate:  2 g Standard-Agarose in 100 ml TBE-Puffer ein-

rühren und in der Mikrowelle aufkochen, bis eine klare Flüssig-

keit entsteht. Dann 2µl Ethidiumbromid hinzufügen, die Lösung 

in einen Elektrophorese-Schlitten giessen und 15 Minuten bei 

Raumtemperatur erstarren lassen. 

 

Agarose-Gel für lange Amplifikate:  Wie für kurze Amplifikate, statt der Standard-

Agarose wird jedoch 0,8 g NEEO-Agarose verwendet. 
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Agarose-Gel zur Aufreinigung von langen Amplifikaten vor der Klonierung:  0,8 g 

NEEO-Agarose in 100 ml TAE-Puffer einrühren und 3 Minuten 

lang in der Mikrowelle aufkochen. Die Flüssigkeit dann mit 60 µl 

Kristallviolett-Lösung (2 mg/ml) versetzen, in einen Ethidium-

bromid-freien Elektrophorese-Schlitten giessen und 15 Minuten 

bei Raumtemperatur erstarren lassen. 

 

LB Broth Base: 10 g Trypton (Casein-Hydrolysat), 5g Hefe-Extrakt und 5 g NaCl 

in einem Liter Aqua bidest. lösen, mit NaOH auf pH 7.0 einstel-

len und autoklavieren. 

 

LB-Agar: Wie LB Broth Base, jedoch wird vor dem Autoklavieren 14 g 

Agar hinzugefügt. 

 

NZY+ Broth: 10 g NZ Amine (Casein Hydrolysat), 5 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl, 

12,5 mmol MgCl2 und 12,5 mmol MgSO4 in einem Liter Aqua 

bidest. lösen, mit NaOH auf pH 7.5 einstellen und autoklavieren. 

Anschliessend 20 ml einer 20-prozentigen sterilen Glucose-

Lösung hinzufügen. 

 

SOC-Medium: 20 g Trypton (Casein-Hydrolysat), 5 g Hefe Extrakt, 10 mmol 

NaCL, 2,5 mmol KCl, 10 mmol MgCl2, 10 mmol MgSO4 und 20 

mmol Glucose in einem Liter Aqua bidest. lösen, mit NaOH auf 

pH 7.0 einstellen und autoklavieren. 
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4.8. Oligonukleotide 

 

4.8.1. Primer für PCR und Sequenzierung 

 

Die Angabe aller Nukleotidsequenzen erfolgt in Leserichtung 5' à 3'. Die Positionsangaben 

des jeweiligen Startpunktes der Primer beziehen sich auf die vollständig veröffentlichte Se-

quenz des HCV 1b Prototypen HCV-J (49). Alle Nukleotide wurden synthetisiert von Bi-

ospring, Frankfurt am Main oder Humatrix AG, Frankfurt am Main. 

 
Bezeichnung Sequenz Referenz 

1b-NS2/3-1s gcg ggc cta cga gac ctt gc 3213 nach HCV-J 

1b-NS2/3-1a gtc ccg acc tgt gag gct ag 3463 nach HCV-J 

1b-NS2/3-s2 cca ctg cgg gac tgg gcc c 3192 nach HCV-J 

1b-NS2/3-a2 cgc cag gaa aga ttg tgt tgc 3513 nach HCV-J 

1b-NS2/3-s3 gcg ctg aca ggt acg tac g 3156 nach HCV-J 

1b-NS2/3-s4 ggg ctc att cgt gca tgc atg 3078 nach HCV-J 

1b-NS2/3-a3 ccg gcc agg gtc ttc gag cc 3585 nach HCV-J 

1b-NS2/3-a4 gtg tac att tgg gtg att gg 3615 nach HCV-J 

NS-1b-s1 ctc act cca atc ccg gct gc 9192 nach HCV-J 

NS-1b-a1 cag gat ggc cta ttg gcc 9383 nach HCV-J 

1b-NS5B-s1 tgg gca gta agg acc aag c 9168 nach HCV-J 

1b-NS5B-a1 atg gcc tat tgg cct gg 9379 nach HCV-J 

1b-NS5B-a2 ggt tag ctc ccc gtt ca 9359 nach HCV-J 

1b-NS5B-s2 tac ctc ttc aac tgg gca g 9156 nach HCV-J 

1b-NS5B-s3 tgt ctc gtg ccc gac ccc g 9277 nach HCV-J 

1b-NS5B-a3 
atg gcc tat tgg cct gga gtg 

gtt agc tcc c 
9366 nach HCV-J 

1b-NS5B-s4 tgt ccc agg ggg gga ggg c 9121 nach HCV-J 

8757-full-s1 
gac atg gag acc aag gtc atc 

acc tg 
3261 nach HCV-J 

8757-full-s2 
ggg cag aca ccg cgg cgt tgt 

ggg gac atc 
3289 nach HCV-J 
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Bezeichnung Sequenz Referenz 

8757-full-a1 
tca tcg gtt ggg gag cag gta 

tac gcc tac ccc tac 
9327 nach HCV-J 

8422-full-s1 
ccg aca tgg aga cca aag tca 

tca cc 
3259 nach HCV-J 

8422-full-s2 
ggc aga cac cgc ggc gtg tgg 

gga cat c 
3290 nach HCV-J 

8422-full-a1 
cgt tca tcg gtt ggg gag cag 

gta gat gcc tac 
9333 nach HCV-J 

8036-full-s1 
gac atg gag acc aag atc atc 

acc tg 
3261 nach HCV-J 

8036-full-s2 
gcg gcg tgt ggg gac atc atc 

ttg ggt c 
3300 nach HCV-J 

8036-full-a1 
cat tca ccg gtt ggg gag cag 

gta gat gcc tac 
9333 nach HCV-J 

3423-full-s1 
gac atg gag acc aag gtc atc 

acc tg 
3261 nach HCV-J 

3423-full-s2 
ccg cgg cgt gtg ggg aca tca 

tct cgg gcc 
3298 nach HCV-J 

3423-full-a1 
cat tca ccg gtt ggg gag cag 

gta gat gcc tac 
9333 nach HCV-J 

8469-full-s1 
tct gac atg gag acc aag atc 

atc acc tg 
3258 nach HCV-J 

8469-full-s2 
gcg gcg tgt ggg gac atc atc 

tcg ggc c 
3300 nach HCV-J 

8469-full-a1 
cac tca tcg gtt ggg gag cag 

gta aag gcc tac 
9333 nach HCV-J 

1b-seq-s1 atc atc act agc ctc aca gg 3456 nach HCV-J 

1b-seq-s2 gca cct gcg gca gct cgg acc 3697 nach HCV-J 

1b-seq-s3 ccg gtc ttc aca gac aac tc 3951 nach HCV-J 

1b-seq-s4 gca agt tcc ttg ccg acg gtg 4219 nach HCV-J 

1b-seq-s5 ttc tat ggc aaa gcc atc c 4452 nach HCV-J 
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Bezeichnung Sequenz Referenz 

1b-seq-s6 tgt gtc acc cag aca gtc g 4698 nach HCV-J 

1b-seq-s7 gtt gcc cgt ctg cca gga cc 4970 nach HCV-J 

1b-seq-s8 cca taa cca aat aca tca tgg 5248 nach HCV-J 

1b-seq-s9 gga atg cag ctc gcc gag c 5490 nach HCV-J 

1b-seq-s10 ctc ctg ttt aac atc ttg g 5748 nach HCV-J 

1b-seq-s11 gtc ggg gtc gtg tgc gca gc 6009 nach HCV-J 

1b-seq-s12 tgg gac tgg ata tgc acg g 6270 nach HCV-J 

1b-seq-s13 atc aac gca tac acc acg g 6513 nach HCV-J 

1b-seq-s14 ttc cag gtc ggg ctc aac c 6768 nach HCV-J 

1b-seq-s15 tgg cgg cag gag atg ggc gg 7026 nach HCV-J 

1b-seq-s16 cca ata cca cct cca cgg ag 7296 nach HCV-J 

1b-seq-s17 gac ggg tct tgg tct acc g 7533 nach HCV-J 

1b-seq-s18 gaa ggc gaa ggc gtc cac ag 7799 nach HCV-J 

1b-seq-s19 cgc ctt atc gta ttc cca g 8058 nach HCV-J 

1b-seq-s20 cag gcc ata agg tcg ctc ac 8337 nach HCV-J 

1b-seq-s21 ttc acg gag gct atg act ag 8601 nach HCV-J 

1b-seq-s22 ttc tct atc ctt cta gct c 8874 nach HCV-J 

1b-seq-s23 tgg act gtc ttc cat ggc g 3564 nach HCV-J 

1b-seq-s24 gca tca ctg atg gca ttc aca g 5691 nach HCV-J 

1b-seq-s25 gaa tca act gtg tca tct gc 7338 nach HCV-J 

1b-seq-s26 gtc tcc acc ctt cct cag gc 8121 nach HCV-J 

1b-seq-s27 gcc tat tac tcc att gag c 8934 nach HCV-J 

1b-seq-s28 gtt gcg aag gcg gtg gac ttt g 3894 nach HCV-J 

1b-seq-s29 ttg ggc att ggc aca gtc ctg g 4308 nach HCV-J 

1b-seq-a1 gct ctc agg cac ata gtg cg 6124 nach HCV-J 

1b-seq-a2 cgc gaa gcg aac gct atc agc cg 6081 nach HCV-J 

hcv-full-s1 gca gaa agc gtc tag cca tg 56 nach HCV-J 

hcv-full-s2 tac tgc ctg ata ggg tgc t 75 nach HCV-J 
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4.8.2. Primer für die Mutagenese 

 

Die Angabe aller Nukleotidsequenzen erfolgt in Leserichtung 5' à 3'. Die Positionsan-

gaben der gewünschten Mutationen beziehen sich auf die Aminosäuresequenz des Kon-

sensusklons, die Bezeichnungen der Aminosäuren erfolgen gemäss dem internationalen 

Einbuchstaben-Code. Alle Nukleotide wurden synthetisiert von Biospring, Frankfurt am 

Main.  

 

8422-mut-s1: ggc gaa atg ccc tcc act gag gac ctg gtc aac tta ctc 

8422-mut-a1: gag taa gtt gac cag gtc ctc agt gga ggg cat ttc gcc 

39mer, 22g/c, Tm 84°C, AS1876, E ersetzt G 

 

8422-mut-s2: c cac tac gtg acg ggc atg act act gac aac ata aaa tgc 

8422-mut-a2: gca ttt tat gtt gtc agt agt cat gcc cgt cac gta gtg g 

40mer, 19g/c, Tm 81°C, AS2105, M ersetzt T 

 

8422-mut-s3: ctc ctg tgg cgg cag gag atg ggc gga aac atc 

8422-mut-a3: gat gtt tcc gcc cat ctc ctg ccg cca cag gag 

33mer, 21g/c, Tm 84°C, AS2236, E ersetzt G 

 

8422-mut-s4: cat tac cgg gac gtg ctc aag gag atg aag gcg 

8422-mut-a4: cgc ctt cat ctc ctt gag cac gtc ccg gta atg 

33mer, 19g/c, Tm 82°C, AS2487, L ersetzt P 

 

8422-mut-s5: c tgt ttt gac tca aca gtc acc gag aac gac atc c 

8422-mut-a5: g gat gtc gtt ctc ggt gac tgt tga gtc aaa aca g 

35mer, 17g/c, Tm 79°C, AS2647, V ersetzt A 

 

8422-mut-s6: g ata aca tca tgc tcc tcc aat gtg tcg gtc gcg cac 

8422-mut-a6: gtg cgc gac cga cac att gga gga gca tga tgt tat c 

37mer, 20g/c, Tm 84°C, AS2788, N ersetzt S 
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8422-mut-s7: ctc cta ctt tct gta ggg gta ggc atc tac ctg ctc 

8422-mut-a7: gag cag gta gat gcc tac ccc tac aga aag tag gag 

36mer, 19g/c, Tm 81°C, AS3001, G ersetzt E 

 

8422-mut-s8: ggc tcc tca tac gga ttc caa tac tct cct gga cag cgg 

8422-mut-a8: ccg ctg tcc agg aga gta ttg gaa tcc gta tga gga gcc 

39mer, 23g/c, Tm 85°C, AS2613, Q nicht verändert (auf Nukleotidebene ScaI-Site eli-

miniert) 

 

8422-mut-s9:  ca tac gga ttc caa tac tct cct gga cag cgg gtc gag 
ttc ctg gtg aac gcc tgg aag tca aag aag aac cct atg 

ggc ttc gca tat gac acc cgc tgt ttt gac tca aca gtc 

acc gag aac 

8422-mut-a9: gtt ctc ggt gac tgt tga gtc aaa aca gcg ggt gtc ata 

tgc gaa gcc cat agg gtt ctt ctt tga ctt cca ggc gtt 

cac cag gaa ctc gac ccg ctg tcc agg aga gta ttg gaa 

tcc gta tg 

125mer, 23g/c, Tm 85°C, AS2613: Q nicht verändert (auf Nukleotidebene ScaI-Site 

eliminiert) und AS2647: V ersetzt A (Mut5) 
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5. METHODEN 

 

 

5.1. HCV-RNA-Extraktion aus Patientenserum 

 

5.1.1. Prinzip 

 

Um Hepatitis C Viren näher untersuchen zu können, müssen diese zunächst aus Kör-

permaterial von Patienten mit chronischer Hepatitis C gewonnen werden. Als Aus-

gangsmaterial wurde dazu Patientenserum verwandt, welches in den meisten Fällen eine 

ausreichende Viruskonzentration enthält. Nach der Blutentnahme wird innerhalb von 

zwei Stunden das Serum per Zentrifugation gewonnen und bei minus 80°C asserviert, 

da es bei Lagerung unter Raumtemperatur zu einer raschen Degradation der Hepatitis C 

Viren kommt. 

 

Für genomische Untersuchungen an Hepatitis C Viren wird die reine Erbinformation 

benötigt, die beim HCV als Einzelstrang-RNA (single-stranded, ss-RNA) vorliegt. Da 

sie in der Hülle und dem Kapsid des Virus eingeschlossen ist, müssen diese erst entfernt 

werden, bevor die RNA frei vorliegt und weiter extrahiert werden kann. Hierzu bedient 

man sich Detergenzien, die die lipidhaltige Hülle des Virus zerstören. Durch den Weg-

fall der Hülle wird auch das Kapsid instabil und die Erbinformation tritt aus. 

 

Bei der eigentlichen Extraktion der RNA aus dem Serum macht man sich deren chemi-

sche Eigenschaften zu Nutze. Das mit der detergenzienhaltigen Lösung versetzte Serum 

wird durch eine Filtermembran gepresst, die durch ionische Wechselwirkungen die 

RNA im alkalischen Milieu, in dem sie vorwiegend als Polyanion auftritt, bindet, wäh-

rend andere Nukleinsäuren und Proteine den Filter passieren können. Die RNA kann 

dann mit einer sauren Lösung wieder eluiert werden. 
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5.1.2. Durchführung 

 

Zur Virus-RNA-Extraktion wurde das QIAamp Viral RNA Mini Spin Kit (Qiagen, Hil-

den) verwandt. Der detergenzienhaltige AVL-Puffer zur Zerstörung der Virus-Hülle 

wurde zunächst auf Raumtemperatur erwärmt. Hierbei war darauf zu achten, dass sich 

durch die Lagerung bei 4°C kein Niederschlag im zu verwendenden Puffer gebildet 

hatte. Bei Bedarf wurde die Lösung im Ofen auf bis zu 80°C erhitzt, um ausgefallene 

Salze wieder in Lösung zu bringen. Vor Benutzung musste der Puffer jedoch wieder auf 

Raumtemperatur abgekühlt werden. 

 

100 µl Patientenserum wurden nun mit 400 µl klarem Detergenz-Puffer (AVL) versetzt 

und durch vortexen gut durchmischt. Nach 10-minütiger Inkubation bei Raumtempera-

tur wurden 400 µl Ethanol hinzugefügt und erneut gevortext. Die Zugabe von Alkohol 

führte zur Denaturierung und dadurch zum Ausfällen der freigesetzten Nukleinsäuren, 

so dass diese bei der Zentrifugation von der Membran zurückgehalten werden konnte. 

Von dieser Lösung wurden 650 µl auf eine Extraktions-Säule gegeben und bei 8000 

Umdrehungen pro Minute (upm) eine Minute lang zentrifugiert. Die durch die Filter-

membran gepresste Flüssigkeit wurde verworfen. Dann wurde der Rest der Serum-

Lösung ebenfalls auf die Säule gegeben und bei 8000 upm eine Minute lang zentrifu-

giert. Auch diese Flüssigkeit wurde danach verworfen. Um die jetzt in der Membran 

befindliche RNA wieder in Lösung zu bringen, musste der Alkohol zunächst wieder 

entfernt werden. Dazu wurde der Filter gewaschen, indem die Säule ein weiteres Mal 

wie oben zentrifugiert wurde, dieses Mal mit 500 µl der Waschlösung AW1. Nun wur-

den 500 µl der Waschlösung AW2 auf die Säule gegeben, jetzt wurde jedoch mit 13000 

upm für 3 Minuten zentrifugiert, um jeden Rest von Flüssigkeit aus der Membran zu 

pressen. 

 

Zum Eluieren der RNA wurden dann 50 µl AVE-Puffer auf die Mitte der Membran 

geträufelt, ohne diese dabei zu berühren, und eine Minute bei Raumtemperatur inku-

biert. Die gelöste RNA wurde dann durch einen letzten Zentrifugationsschritt (8000 

upm, 1 min, Raumtemperatur) aus der Membran in ein steriles Eppendorff-Cup eluiert. 
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5.2. Reverse Transkription (RT) und Polymerasekettenreaktion (polymerase chain 

reaction, PCR) 

 

5.2.1. Prinzip der Reversen Transkription 

 

Da das HCV-Genom als ss-RNA vorliegt, muss es zuerst in komplementäre DNA 

(cDNA) umgeschrieben werden, um eine Vervielfältigung mittels PCR zu ermöglichen. 

Dazu wird die RNA zunächst mit einer Reversen Transkriptase in cDNA übersetzt und 

anschliessend die PCR durchgeführt (RT-PCR). Zur Optimierung der Ausbeute benutzt 

man hierzu eine Reverse Transkriptase ohne RNAse H-Aktivität (RNAse H-). RNAse H 

ist eine Endonuklease, die spezifisch die Phosphodiester-Bindungen von RNA hydroly-

siert, welche an DNA hybridisiert ist. Dies würde zu einem Abbau der RNA führen, 

sobald ein cDNA-Strang erstellt wurde. Dieser nun einzelne DNA-Strang kann widerum 

mit einer noch nicht transkribierten RNA hybridisieren, woraufhin diese ebenfalls abge-

baut werden würde. Dadurch würde die Effizienz der RT-Reaktion erheblich sinken. 

 

Es gibt zwei Varianten der RT-PCR: 

 

1. Ein-Schritt-Technik 

Es werden alle nötigen Ingredienzien sowohl für die RT-Reaktion als auch die PCR in 

einem Ansatz gemischt. Nach Ablauf der reversen Transkription kann direkt mit der 

PCR begonnen werden.  

 

2. Zwei-Schritt-Technik 

Es wird zunächst eine RT-Reaktion durchgeführt. Nach Ablauf der Reaktion wird das 

Produkt in einen neuen PCR-Ansatz überführt und dann mit der PCR begonnen. 

 

Vorteil der ersten Technik ist, dass der Ansatz nicht mehr geöffnet werden muss und 

sich daher die Kontaminationsrate verringern lässt. Nachteil ist, dass aus dem selben 

RT-Ansatz nicht mehrere unterschiedliche PCR angefertigt werden können. Ausserdem 

verbleibt kein Rest für eventuelle spätere Kontrollen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschliesslich die Zwei-Schritt-Methode angewandt. 
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5.2.2. Prinzip der PCR 

 

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode, um Nukleinsäuren zu vervielfältigen. 

Dazu benutzt man eine thermostabile Polymerase, die aus thermophilen Bakterien (z.B. 

Thermus aquaticus, Taq) gewonnen wird. Das Prinzip einer jeden Polymerase besteht 

darin, dass sie nach vorheriger Strangtrennung (in vivo durch die Enzyme Helicase und 

Topoisomerase I, in vitro durch Denaturierung mittels Erwärmung) an einem Einzel-

strang entlangfährt und jeder Base ihr entsprechendes Pendant gegenüberstellt. An-

schliessend werden diese dann verknüpft. Dadurch entsteht ein komplementärer Strang 

und aus den beiden Einzelsträngen werden zwei identische Doppelstränge. Die für die 

Denaturierung benötigte Temperatur bezeichnet man als Schmelztemperatur, welche 

üblicherweise 94°C - 98°C beträgt. Kühlt man die denaturierte DNA sehr schnell wieder 

ab, so haben die langen DNA-Stücke keine Zeit, sich wieder zusammenzulagern und 

bleiben als Einzelstränge bestehen. Die Polymerase arbeitet in 5' à 3' Richtung und 

benötigt als Startpunkt ein freies 3'OH--Ende, an dem sie anknüpfen kann. Daher müs-

sen synthetisch hergestellte Oligonukleotide („Primer“) hinzugegeben werden, die je-

weils zu den 3'-Flanken des zu amplifizierenden Bereiches komplementär sind. Diese 

Primer lagern sich bei einer Temperatur knapp unterhalb ihres eigenen Schmelzpunktes 

spezifisch an die entsprechenden Regionen an (Hybridisierungstemperatur), wobei gilt: 

je näher die Hybridisierungstemperatur der Schmelztemperatur des Primer ist, desto 

spezifischer ist die Bindung, je weiter die Temperatur darunter liegt, umso stabiler wird 

die Bindung, doch nehmen gleichzeitig auch unspezifische Bindungen zu. Übliche Hy-

bridisierungstemperaturen liegen etwa bei 50°C - 60°C, jedoch sind für spezielle Anfor-

derungen erhebliche Abweichungen möglich. Mit der Anlagerung des Primers lagert 

sich auch die Polymerase an das 3'OH--Primerende an. Nun wird die Temperatur auf 

das Aktivitätsoptimum der Polymerase gebracht (typischerweise um 70°C), worauf die-

se die Einzelstränge zum jeweiligen Doppelstrang komplementiert. Anschliessend wird 

der Reaktionszyklus aus Denaturierung, Primerhybridisierung und Extension wieder-

holt, wobei sich jedes Mal die Menge der zu amplifizierenden DNA-Abschnitte verdop-

pelt. Es ergibt sich also insgesamt eine exponentielle Vervielfältigung der Zielsequenz 

ab dem dritten Zyklus, während DNA-Abschnitte, welche nicht von Primern eingerahmt 

werden, nur eine lineare Amplifikation erfahren (Abb. 5.1). 
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Thermostabile DNA-Polymerasen haben zwar ihr Temperaturoptimum bei Temperatu-

ren um 70°C, doch sind sie auch bereits bei niedrigeren Temperaturen aktiv. Im subop-

timalen Temperaturbereich ist jedoch die Spezifität sehr gering, was dazu führen kann, 

dass bereits beim Mischen des Reaktionsansatzes unspezifische Polymerisationen syn-

thetisiert werden. Um diese Fehlerquelle zu minimieren, gibt es mehrere Möglichkeiten, 

die drei häufigsten sollen hier kurz vorgestellt werden: 

 

1. Hot-Start-Technik 

Ein Polymerase-freier PCR-Ansatz wird auf Denaturierungstemperatur erhitzt. Erst 

nach Erreichen der Temperatur wird die Polymerase hinzugefügt. 

 

2. Paraffin-Beans-Technik 

Auf einen Polymerase-freien PCR-Ansatz wird eine kleine Perle aus Paraffin gelegt, in 

welcher die Polymerase eingeschlossen ist. Bei Erhitzung schmilzt das Paraffin und gibt 

die Polymerase frei. 

 

3. Touch-down-Technik 

Hier wird eine durch gebundene Antikörper inaktivierte Polymerase benutzt. Bei Erhit-

zung trennen sich die Antikörper von der Polymerase, die dadurch aktiv wird. Neuere 

Touch-down-Polymerasen liegen durch gezielte Veränderungen ihrer Tertiärstruktur in 

einer inaktiven Form vor, die sich bei Erhitzung entfaltet und das Reaktionszentrum 

freigibt. Dadurch kann auf Antikörper verzichtet werden. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden eine modifizierte Hot-Start-Technik sowie die 

Touch-down-Technik benutzt. 
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3‘
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1. Trennung (Denaturierung) der Stränge durch Erhitzen (Denaturierungstemperatur)
2. Hinzufügen der Primer und Abkühlen auf knapp unter die Schmelztemperatur dieser (Annealingtemperatur)
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Abb. 5.1. Prinzip der Polymerasekettenreaktion 
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Die einzelnen Polymerasen an sich unterscheiden sich widerum in bestimmten Eigen-

schaften, so dass die Auswahl der verwandten Polymerase von der Art der PCR und 

speziellen Fragestellungen abhängig gemacht werden muss. Solche Eigenschaften sind 

zum Beispiel Geschwindigkeit der Extension, Transferase-Aktiviät und Endo- bzw Ex-

onukleaseaktivitäten. Die am meisten verwandte Taq-Polymerase (aus Thermus aquati-

cus) etwa besitzt eine Zielsequenz-unabhängige terminale Transferase-Aktivität, die 

nach jeder Extension ein einzelnes Desoxyadenosin an das 3'-Ende des PCR Produktes 

anhängt (A-Überhang). Dies hat bei den üblichen Standard-PCR keine besonderen 

Auswirkungen, kann jedoch bei Klonierungen bzw. Ligationen von besonderer Wich-

tigkeit sein. Polymerasen mit Endonuklease-Aktivität nennt man Proofreading-

Polymerasen. Sie erkennen bei der Extension falsch eingebaute Basen und können diese 

wieder herausschneiden und den Fehler korrigieren. Dadurch sinkt die Fehlerquote er-

heblich, gleichzeitig arbeiten sie aber auch langsamer, erzeugen keine Überhänge (daher 

nennt man sie auch Blunt-End Polymerasen) und die maximal an einem Stück amplifi-

zierbare Anzahl Basen ist deutlich geringer. Ein Beispiel hierfür wäre die Pfu-

Polymerase (aus Pyrococcus furiosus) und die sehr ähnliche Pwo-Polymerase (aus Py-

rococcus woesei), die mit jeweils einer durchschnittlichen Fehlerrate von 1,3 fehlerhaft 

eingebauten Basen pro einer Million zu den am genauesten arbeitenden Polymerasen 

gehören. Im Vergleich dazu kommt die häufig verwendete nicht-proofreading-

Polymerase Taq auf eine in etwa zehnmal höhere Fehlerrate (25). Oft werden auch Ge-

mische aus verschiedenen Polymerasen benutzt, um die Eigenschaften zu kombinieren. 

 

Um bei sehr geringen Mengen an Ausgangsmaterial trotzdem eine hohe und gleichzeitig 

spezifische Amplifikation des gewünschten Abschnittes zu erzielen, kann eine ver-

schachtelte („nested“) oder halb verschachtelte („semi-nested“) PCR durchgeführt wer-

den. Hierzu werden in einer ersten PCR Primer benutzt, die etwas weiter ausserhalb des 

zu amplifizierenden Abschnittes liegen. Mit dem Produkt dieser Reaktion wird dann 

eine weitere PCR angefertigt, deren Primer innerhalb des zuvor amplifizierten Teilstük-

kes, aber immer noch flankierend zum gewünschten Abschnitt liegen. In dieser Arbeit 

wurden alle Varianten eingesetzt. 
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5.2.3. Durchführung 

 

5.2.3.1. RT-PCR für kurze DNA-Abschnitte 

 

Grundsätzlich benötigt man zur Durchführung einer Polymerase-Kettenreaktion folgen-

de Ingredienzien: 

 

• Die zu amplifizierende cDNA (nach RT-Reaktion als RNA/DNA Hybrid) 

• Sense- und antisense Primer 

• DNA-Polymerase 

• Desoxyribonukleidtriphosphate (dNTP) 

• Eine Pufferlösung, in der die Reaktion optimal ablaufen kann 

 

Dieser Grundansatz kann dann je nach Anforderung noch modifiziert werden, z.B. 

durch Zugabe von DMSO zur besseren Entfaltung der DNA-Stränge. Ausserdem benö-

tigen manche Polymerasen bestimmte Zusätze wie MgCl2 zur Erlangung ihrer maxima-

len Aktivität. Die zur PCR benutzte AmpliTaq Gold DNA-Polymerase ist eine Touch-

down-Polymerase, so dass kein Hot Start nötig ist (75). 

 

Die für die PCR benötigte DNA wird aus dem extrahierten Virusgenom mittels reverser 

Transkription in Form von RNA/DNA Hybriden gewonnen. Ein typischer RT-Ansatz 

benötigt 

 

• Die zu transkribierende RNA 

• Zufällige hexamere Nukleotide („random hexamers“) oder spezifische Oligo-

nukleotide als Primer 

• Reverse Transkriptase 

• Desoxyribonukleidtriphosphatnukleotide (dNTP) 

• RNAse Inhibitor 

• Eine Pufferlösung, in der die Reaktion optimal ablaufen kann 
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Aufgrund ubiquitär vorhandener RNAsen wird dem Ansatz immer ein RNAse Inhibitor 

zugesetzt, da sonst geringste Kontaminationen bereits zu einem Abbau der RNA führen 

können. Die Verwendung von zufälligen hexameren Nukleotiden als Primern ist nötig, 

da der Ansatz aufgrund der Hitzeinstabilität der Reversen Transkriptase nicht auf die 

Hybridisierungstemperatur spezifischer Primer erhitzt werden kann. Durch die zufälli-

gen Hexamere entstehen DNA-Stücke von zufälliger Länge und Startsequenz. In einem 

geringen Prozentsatz wird jedoch immer der gewünschte Abschnitt enthalten sein, der 

sich dann anschliessend mittels PCR amplifizieren lässt. Theoretisch lassen sich natür-

lich auch spezifische Primer einsetzen, doch ohne die Erhitzung geht der Vorteil der 

spezifischen Primer durch gehäufte unspezifische Bindungen nahezu vollständig verlo-

ren. Um dieses Problem zu umgehen und die Effizienz und Spezifität zu erhöhen, kann 

in einem ersten Schritt nur die RNA alleine mit einem spezifischen Primer im Puffer 

gelöst und für 10 Minuten erhitzt werden, um eine Entfaltung der Nukleinsäure und die 

Anlagerung des Primers zu ermöglichen. Anschliessend wird dieser Ansatz schnell wie-

der abgekühlt, und die übrigen Reagenzien können hinzugefügt werden.  

 

Ein konkretes Beispiel einer nested-RT-PCR sieht folgendermassen aus: 

 

RT-Reaktion 1

10RNA-Extrakt

2Primer (10mM)

Menge (µl)Reagenz

10 min. auf 70°C erhitzen, 
anschliessend sofort auf Eis 

kühlen

21GESAMT

12RT-Reaktion 1

1SuperScript RT

1RNAse Inhibitor

45X RT-Buffer

RT-Reaktion 2

1dNTP´s (10mM)

2DTT

Menge (µl)Reagenz

1h bei 37°C inkubieren

20RT Reaktion 2

22Aqua (DHPC)

50GESAMT

0,5Taq Gold

1DMSO

1dNTP´s (10mM)

0,75antisense-Primer 1 
(10mM)

Nested PCR I

0,75sense-Primer 1 
(10mM)

4PCR-Buffer 
(Boehringer)

Menge (µl)Reagenz

10PCR I Produkt

32Aqua (DHPC)

50GESAMT

0,5Taq Gold

1DMSO

1dNTP´s (10mM)

0,75antisense-Primer 2 
(10mM)

Nested PCR II

0,75sense-Primer 2 
(10mM)

4PCR-Buffer 
(Boehringer)

Menge (µl)Reagenz

Abbruch

Expansion

Expansion

Hybridisierung

Denaturierung

Denaturierung

Schritt

∞4°C

10 min72°C

2 min72°C

30 sec50°C

Cycler-Sequenz

30 sec95°C

12 min95°C

ZeitTemp.

45 Zyklen

Abbruch

Expansion

Expansion

Hybridisierung

Denaturierung

Denaturierung

Schritt

∞4°C

10 min72°C

90 sec72°C

40 sec55°C

Cycler-Sequenz

30 sec95°C

12 min95°C

ZeitTemp.

35 Zyklen

 

Abb. 5.2. Beispiel eines nested-RT-PCR Protokolls. 
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Anschliessend kann das PCR-Produkt aufgereinigt (siehe 5.3) und weiteren Untersu-

chungen zugeführt werden. 

 

 

5.2.3.2. Lange RT-PCR (> 6000 Basenpaare) 

 

Die Amplifikationen besonders langer DNA-Stücke wurden mit dem Expand Long 

Template PCR System (Roche, Mannheim) durchgeführt. 1996 wurde von Tellier et al. 

bereits eine Methode zur Amplifikation langer viraler Nukleinsäuren beschrieben (107), 

welche als Grundlage für diese Arbeit herangezogen wurde. Trotzdem musste praktisch 

eine eigene Methode entwickelt werden, da für das Expand Long Template PCR System 

bisher keine Anwendung mit sehr langen HCV-Genomstücken beschrieben worden war. 

In diesem Längenbereich der Amplifikate können geringste Variationen der Konzentra-

tionen der Einzelsubstanzen bereits signifikante Unterschiede im Ergebnis verursachen. 

Daher musste das Protokoll für jede PCR individuell angepasst werden. Da die benutz-

ten Pwo und Taq Polymerasen keine Touch-down-Eigenschaften besitzen, wurden zu-

nächst Nukleinsäure-freie Master-Mixe auf Eis pipettiert, die alle Reagenzien ausser 

den Nukleinsäuren und den Nukleotiden enthielten. Primer, DNA und dNTP wurden 

erst direkt vor Beginn der Thermozyklen hinzugefügt (modifizierter Hot-Start). Durch 

die Nutzung moderner Thermocycler war kein echter Hot-Start nötig, da die Denaturie-

rungstemperatur binnen weniger Sekunden erreicht wurde. Die Hybridisierungstempera-

tur wurde ca. ein Grad Celsius unter der niedrigeren der errechneten Schmelztemperatu-

ren beider Primer gewählt. Die Dauer der Denaturierung wurde wegen der bei langen 

Molekülen erhöhten Gefahr für Strangbrüche möglichst kurz gehalten. 

 

Auch die Dauer der Expansionszyklen musste der Länge der Amplifikates angepasst 

werden. Die hier verwandten DNA-Polymerasen synthetisieren im Schnitt ca. 1000 Ba-

senpaare in der Minute, so dass als Ausgangswert 6 Minuten gewählt wurden. In den 

ersten zehn Zyklen blieb diese Zeit konstant, danach wurde für weitere zwanzig Zyklen 

die Expansionszeit um jeweils 20 Sekunden je Zyklus verlängert, um auch bei zuneh-

mender Menge der zu amplifizierenden Moleküle sowie abnehmender Aktivität der Po-

lymerasen und Menge der dNTP einen vorzeitigen Kettenabbruch zu vermeiden. 
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Aufgrund der geringen Ausbeute wurden die Lang-PCR ausschliesslich in der nested-

Technik durchgeführt (Abb. 5.3). 

 

 

 

Abb. 5.3. Beispiel eines Lang-PCR Protokolls 
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5.3. Aufreinigung von PCR-Produkten 

 

5.3.1. Prinzip 

 

Nach abgelaufener Polymerase-Kettenreaktion muss das Produkt aufgereinigt werden. 

Hierbei soll das Amplifikat von Resten des Reaktionsgemisches, allem voran kurze Nu-

kleinsäuren wie Primer, dNTP und unspezifische Oligomere, getrennt werden. Hierzu 

gibt es wieder verschiedene Möglichkeiten: 

 

1. Ethanol-Fällung 

Durch Versetzen mit Ethanol denaturieren lange Nukleinsäuremoleküle und fallen aus, 

während kurze (< 50 bp) in Lösung verbleiben. Durch wiederholtes Zentrifugieren, Ab-

pipettieren des Überstandes und Resuspendieren des Pellets werden kurze DNA-

Fragmente und einzelne Nukleotide entfernt. 

 

2. Membranfiltration 

Bei dieser Technik wird, ähnlich zur RNA-Isolierung aus Serum (siehe 5.1), das PCR-

Produkt durch eine Membran filtriert, die aufgrund der polyanionischen Eigenschaften 

der Nukleinsäuren Stücke ab einer bestimmten Grösse reversibel bindet, während kürze-

re Stücke und andere Moleküle die Membran passieren. Anschliessend kann die gerei-

nigte DNA mit geeigneten Pufferlösungen wieder eluiert werden. Die Grenzlänge, die 

zwischen Passage und Bindung in der Membran entscheidet, ist abhängig von der ver-

wandten Membran und dem Puffersystem. 

 

3. Gelsäulenfiltration 

Diese Methode beruht auf einer speziellen Gel-Matrix, durch die die aufzureinigende 

Lösung hindurchläuft. Der Unterschied zur Membran liegt darin, dass kurze Moleküle 

im Gel gebunden werden, während die langen DNA-Stücke das Gel passieren (in der 

Membran funktioniert dies genau andersherum). Dadurch sind Wasch- und Eluie-

rungsschritte überflüssig, da das erste Eluat direkt dem aufgereinigten Produkt ent-

spricht. 
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4. Elektrophoretische Trennung 

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten kommt auch die elektrophoretische Aufreinigung 

in Frage. Nach elektophoretischer Trennung (Prinzip und Durchführung siehe 5.4) der 

langen DNA-Stücke von den kurzen (Primer, unspezifische Oligomere und Nukleotide) 

kann die gewünschte Bande ausgeschnitten und die DNA aus dem Gel herausgelöst 

werden. 

 

 

5.3.2. Durchführung 

 

1. Ethanol-Fällung 

Die Ethanol-Fällung von PCR-Produkten wurde ausschliesslich bei Sequenz-PCR Pro-

dukten (siehe 5.5)angewandt. Es wurde die gesamte Menge PCR-Produkt (üblicherwei-

se 20 µl) mit 58 µl HPLC-Wasser sowie 122 µl Ethanol 100 % versetzt zu einer Ge-

samt-Ethanol-Konzentration von 60 %. Nach vortexen wurde das Gemisch 15 Minuten 

inkubiert und anschliessend weitere 15 Minuten bei 13000 upm zentrifugiert (Centrifu-

ge 5417C, Eppendorf, Hamburg). Der Überstand wurde abgehoben und verworfen, das 

Pellet mit 250 µl Ethanol 70 % resuspendiert und ein weiteres Mal bei 13000 upm 10 

Minuten lang zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut verworfen. Zur Entfernung von 

verbliebenem Alkohol wurde das Pellet nun für 3 Minuten bei 95°C getrocknet. Nach 

anschliessender Resuspendierung in 18 µl TSR-Puffer oder 18 µl HPLC-Wasser konnte 

nun direkt mit der Sequenzierung begonnen werden. Bei 4°C und Lichtschutz konnte 

das so aufgereinigte Sequenz-PCR Produkt auch mehrere Tage gelagert werden. 

 

2. Membranfiltration 

Diese Methode wurde für normale PCR-Produkte angewandt. Zur Filtration normaler 

PCR-Produkte wurde das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) verwandt.  

Zunächst wurde das PCR-Produkt mit der fünffachen Menge an PB-Puffer versetzt und 

per Vortexer gut gemischt. Dieses Gemisch wurde dann auf eine Säule aufgetragen und 

bei 13000 upm eine Minute lang (wie alle Zentrifugationsschritte bei dieser Methode) 

zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen. Anschliessend wurde die Säulenmembran 

durch Auftragen von 750 µl PE-Puffer und nochmaliges Zentrifugieren gewaschen. 
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Auch dieses Eluat wurde verworfen und die leere Säule ein weiteres  Mal zentrifugiert, 

um jeglichen Rest des alkoholhaltigen PE-Puffers aus der Membran zu entfernen. Diese 

Leerzentrifugation ist nötig, da beim ersten Waschen durch die alkoholische Dampfpha-

se über dem Eluat ein vollständiges Entfernen des Alkohols aus der Membran verhin-

dert wird. Nun wird die Säule auf ein frisches Cup aufgesetzt und die in der Membran 

gebundene DNA durch 50 µl EB-Puffer oder RNAse-freies Wasser in einem letzten 

Zentrifugationsschritt eluiert. 

 

3. Gelsäulenfiltration 

Bei Sequenz-PCR Produkten kam diese Methode bevorzugt zur Anwendung, da sie ge-

genüber der Ethanol-Fällung viel weniger Zeit beansprucht bei besseren Ergebnissen. 

Es wurde hierzu das DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, Hilden) benutzt. Nach Homogenisie-

rung des Gels durch vortexen wurde zunächst die überschüssige Flüssigkeit bei 2700 

upm (entsprechend 750 g) drei Minuten lang abzentrifugiert. Anschliessend wurde das 

Sequenz-PCR Produkt vorsichtig auf das Gel pipettiert, ohne dessen Oberfläche zu be-

rühren und die Säule ein weiteres Mal bei 750 g für drei Minuten zentrifugiert. Das Elu-

at konnte dann direkt zur Sequenzierung benutzt oder bei 4°C und Lichtschutz mehrere 

Tage aufbewahrt werden. 

 

4. Elektrophoretische Trennung 

Diese Methode wurde benutzt, um Lang-PCR Produkte für die Klonierung (siehe 5.6) 

aufzureinigen. Nach erfolgter Elektrophorese unter Verwendung von Methylenblau und 

TAE-Puffer (siehe 5.4) wurde die gewünschte Bande ausgeschnitten und die DNA mit 

Hilfe des S.N.A.P. Gel Purification Kits (Invitrogen, Groningen, Niederlande) aus dem 

Gel herausgelöst. Hierzu wurde das ausgeschnittene Stückchen Gel zerkleinert, mit 250 

µl 6,6 M Natriumjodid-Lösung versetzt und durch vortexen kräftig durchmischt. Das 

ganze wurde dann ca. 5 Minuten lang unter intermittierendem Mischen bei 50°C inku-

biert, bis das gesamte Gel geschmolzen war. Anschliessend wurden 525 µl Bindungs-

puffer hinzugegeben, gemischt, und die gesamte Lösung auf eine S.N.A.P.-

Membransäule aufgetragen. Die Säule wurde nun dreimal 30 Sekunden lang bei 3000 g 

zentrifugiert, wobei jeweils das Eluat zurück auf die Säule gegeben wurde, um eine op-

timale Ausbeute zu erzielen. Nach der dritten Zentrifugation wurde das Eluat verworfen 
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und die Säule mit 400 µl Final Wash bei maximaler Geschwindigkeit (ca. 27000 g) für 

eine Minute zentrifugiert. Das Eluat wurde abermals verworfen. Nun wurden 40 µl 

HPLC-Wasser auf die Säulenmembran gegeben und eine Minute inkubiert. Anschlie-

ssend wurde die aufgereinigte DNA bei maximaler Geschwindigkeit eine Minute lang 

in ein frisches Cup eluiert. 

 

 

5.4. Elektrophorese 

 

5.4.1. Prinzip 

 

Die meisten Biopolymere wie Proteine als Polyampholyte und Nukleinsäuren als (Po-

ly)Säuren sind geladen und wandern daher in einem elektrischen Feld. Bei einer Elek-

trophorese werden geladene Moleküle unter dem Einfluss eines elektrischen Potential-

gradienten transportiert. Infolge der an den geladenen Teilchen oder Molekülen angrei-

fenden elektrischen Kraft F
r

 

EzeF
rr

=  

z, Zahl der Einheitsladungen e und E
r

, elektrische Feldstärke 

 

erfährt das Teilchen eine Beschleunigung. Die Molekül-Geschwindigkeit steigt so lan-

ge, bis die dadurch ebenfalls grösser werdende Reibungskraft des Moleküls in der Gel-

matrix genauso gross geworden ist wie die antreibende elektrische Kraft F. 

 

Zum Beladen der Gele wurden die PCR-Produkte in einem Loading Buffer gelöst. Die-

ser erfüllt zwei Aufgaben: Erstens wird durch einen hohen Glycerin-Anteil eine hyper-

bare Lösung geschaffen, die ein Absinken der Probe in die Geltaschen gewährleistet 

und so ein Abdiffundieren in den umgebenden Puffer verhindert. Zweitens ist der Loa-

ding Buffer mit Bromphenolblau angefärbt, welches im elektrischen Feld vor den DNA-

Fragmenten herwandert und so eine optische Kontrollmöglichkeit des Elektrophorese-

Fortschrittes ermöglicht. 
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Da die zu untersuchenden DNA Moleküle in ihren für die Elektrophorese relevanten 

Eigenschaften bis auf ihre unterschiedliche Länge identisch sind, wandern sie im elek-

trischen Feld nur entsprechend der Anzahl ihrer Basenpaare unterschiedlich schnell. Um 

die dabei entstehenden Banden sichtbar zu machen, müssen diese angefärbt werden. 

Hierzu gibt es mehrere Möglichkeiten, von denen zwei in dieser Arbeit genutzt wurden: 

 

1. Färbung mit Ethidiumbromid 

Ethidiumbromid ist ein im UV-Bereich fluoreszierender Farbstoff, der in DNA interka-

liert. Er kann entweder direkt beim Giessen des Gels in diesem gelöst werden, oder das 

Gel kann nach Beendigung der Elektrophorese in eine ethidiumbromidhaltige Pufferlö-

sung getaucht werden, aus der der Farbstoff ins Gel diffundiert. Anschliessend wird das 

Gel auf eine UV-Lampe gelegt, wodurch die DNA-Banden deutlich aufleuchten. Diese 

Methode ist sehr sensitiv, bereits wenige µg DNA sind unter UV-Licht mit blossem 

Auge zu erkennen (Abb. 5.4). 

 

DNA-Längenmarker VI

Proben
Negativ-
Kontrollen

Unverbrauchte Primer und
unspezifische kurze Stücke

2000 bp
1000 bp

650 bp

400 bp
300 bp
230 bp

Spezifische Banden bei
ca. 250 bp

150 bp

Geltaschen zur Probenauftragung

500 bp

 

Abb. 5.4. Beispiel einer Elektrophorese mit typischem Bandenmuster nach Ethidiumbromid-Färbung. 
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2. Färbung mit Methylenblau 

Bei der Färbung mit Methylenblau wird der Farbstoff direkt beim Giessen des Gels in 

diesem gelöst. Methylenblau ist positiv geladen und wandert im elektrischen Feld den 

DNA-Molekülen entgegen, wo er sich dann durch ionische Wechselwirkungen anrei-

chert. Diese Färbemethode benötigt kein UV-Licht, da Methylenblau bereits im sichtba-

ren Wellenlängenbereich absorbiert. Dadurch wird die Gefahr UV-bedingter Strangbrü-

che beim Ausschneiden von Banden aus dem Gel zwecks weiterer Experimente umgan-

gen. Allerdings werden hohe Mengen an DNA benötigt (>200 µg), um eine sichtbare 

Bande zu erzeugen. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden zunächst alle Elektrophoresegele wegen der höheren 

Sensitivität mit Ethidiumbromid gefärbt und Proben von 2-10 µl PCR-Produkt aufge-

tragen. Gesetzt den Fall, dass eine Bande zur weiteren Verarbeitung ausgeschnitten 

werden sollte, wurde nach positiver Ethidiumbromid-Kontrolle mit dem Rest des PCR-

Produktes ein EtBr-freies Gel beladen und mit Methylenblau gefärbt. 

 

 

5.4.2. Durchführung 

 

Je nach Länge der erwarteten Fragmente wurden unterschiedliche Agarose-

Konzentrationen gewählt. Für kurze Stücke um 500 bp wurde typischerweise ein 2-

%iges Standard-Agarosegel in 0,5x TBE-Puffer verwendet, für lange Stücke um 6000 

bp ein 0,8-%iges Gel aus NEEO-Agarose in 1x TAE-Puffer. 

 

Die entsprechende Menge Agarose wurde in 100 ml Puffer gelöst und in der Mikrowel-

le aufgekocht, bis eine klare Lösung entstanden war. Anschliessend wurden 2 µl einer 

EtBr-Stammlösung (10 mg/ml) oder wahlweise 200 µl Methylenblau hinzugefügt und 

das noch flüssige Gel in einen Elektrophoreseschlitten gegossen. Dann wurde ein 

Kamm zur Aussparung der Probenkammern eingehängt und ca. 10-15 Minuten stehen 

gelassen, bis das Gel vollständig erstarrt war. 
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2-10 µl (bei Methylenblaufärbung bis zu 50 µl) des PCR-Produktes wurden in der Zwi-

schenzeit mit 2µl loading buffer vermischt. Nach Erstarren des Gels wurden die Proben 

dann in die Kammern pipettiert. Die beiden äusseren Kammern enthielten jeweils einen 

passenden Längenmarker. Die Elektrophorese wurde für kurze Fragmente mit 120 V 

und 125 mA über eine Stunde durchgeführt, für lange Fragmente mit 90 V über eine 

Stunde und 40 Minuten. Anschliessend wurde das Gel auf einer UV-Lampe fotografiert 

oder, bei Methylenblaufärbung, die gewünschten Banden ausgeschnitten und weiterver-

arbeitet. 

 

 

5.5. Sequenz-PCR und Sequenzierung 

 

5.5.1. Prinzip 

 

Zur Aufklärung der Basensequenz eines Nukleinsäurestranges müssen Art und Position 

eines jeden Nukleotids eindeutig bestimmt werden. Dazu wird zunächst ein üblicher 

PCR-Ansatz mit entsprechenden, den zu sequenzierenden DNA-Abschnitt einschlie-

ssenden Primern hergestellt. Zusätzlich zu den im Ansatz enthaltenen vier Desoxy-

nukleotidtriphosphaten mit den Basen Adenin, Cytosin, Guanosin und Thymidin wer-

den noch spezielle Nukleotid-Analoga (Terminatoren) hinzugefügt, die ebenfalls die 

vier Basen enthalten, jedoch am 3'-Ende zusätzlich desoxygeniert (Didesoxynukleosid-

triphosphate) und mit einem Marker (Dye) versehen sind. Die Terminatoren werden von 

der DNA-Polymerase als normale Nukleotide erkannt und über ihre am 5'-

Kohlenstoffatom befindliche OH Gruppe in den wachsenden Strang eingebaut. Sie füh-

ren beim Einbau jedoch zum Strangabbruch, da die OH Gruppe des 3' Kohlenstoffatoms 

desoxygeniert  wurde und so die Verknüpfung mit dem nächsten Basenzucker nicht 

stattfinden kann. Der so entstandene Strang einer zufälligen Länge ist nun an seinem 

Ende mit einem Dye markiert, der die letzte Base der Kette eindeutig identifizierbar 

macht. Die Markierung kann entweder radioaktiv oder durch Farbstoffe geschehen, wo-

bei letztere neben der fehlenden Strahlung den zusätzlichen Vorteil besitzen, dass sich 

jedes Analogon mit einem Farbstoff eines jeweils anderen Absorptionsspektrums mar-

kieren lässt, wodurch alle vier Analoga einem einzigen PCR-Ansatz zugefügt werden 
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können. Bei der Verwendung gleichartiger Markierungen müssen vier Ansätze mit je-

weils einem anderen Didesoxynukleosidtriphosphat hergestellt werden. Die exakte Län-

ge des Stranges und damit die Position der Markierung wird mit Hilfe einer nachfolgen-

den hochauflösenden Elektrophorese bestimmt. Da die Einzelwahrscheinlichkeit des 

Einbaus bei jedem Verlängerungsschritt gleich ist, steigt die Gesamtwahrscheinlichkeit, 

dass in einem Strang irgendwo ein Analogon eingebaut wird, proportional zur Länge 

des Stranges an. Durch den beim Einbau resultierenden Strangabbruch nimmt die Aus-

beute an PCR-Produkten und damit die Signalintensität mit steigender Länge ab, wo-

durch ab einer bestimmten Länge die erzeugte Menge für eine Auswertung nicht mehr 

ausreicht. Insgesamt konnten in dieser Arbeit DNA-Abschnitte bis zu einer Länge von 

500-700 Basenpaaren sequenziert werden. Längere Abschnitte mussten in überlappen-

den Teilstücken sequenziert und die Ergebnisse anschliessend zusammengefügt werden. 

 

Die Sequenzierungen wurden allesamt auf einem ABI Prism 310 Genetic Analyzer 

(Perkin Elmer / Applied Biosystems, Weiterstadt) vorgenommen. Dieses Gerät besitzt 

eine Gel-gefüllte Kapillare, deren eines Ende in die aufgereinigte Sequenz-PCR Lösung 

getaucht wird und das andere Ende in ein Puffersystem. Die Kapillare selbst ist aus ei-

nem Isolatormaterial gefertigt. Wird nun über eine direkt neben der Kapillaröffnung in 

die Lösung getauchte Elektrode und der Pufferlösung auf der anderen Seite eine Span-

nung angelegt, so fliesst ein Strom durch das in der Kapillare befindliche Gel, wodurch 

analog zu einer normalen Elektrophorese die geladenen, in der Lösung befindlichen 

DNA-Fragmente in das Gel einzuwandern beginnen. In der Kapillare befindet sich ein 

Fenster, durch das ein Laser-Photospektrometer kontinuierlich die Absorption der sich 

vorbeibewegenden Fragmente bei den vier für die jeweiligen Terminatoren spezifischen 

Wellenlängen misst. Graphisch gegen die Zeit aufgetragen entsteht so ein Wellenmu-

ster, wobei jeder Peak einem Nukleotid-Analogon am Ende eines Stranges entspricht, 

welches durch sein Absorptionsmaximum identifiziert werden kann. Da kürzere Stränge 

im Gel schneller wandern als längere, stellt jeder Peak eine bestimmte Base dar, auf-

steigend geordnet in der Reihenfolge ihrer Position (Abb. 5.5). So lässt sich die Basen-

sequenz direkt ablesen, bis das Signal bei zunehmender Länge der Fragmente zu 

schwach wird und nicht mehr signifikant vom Hintergrundrauschen abzugrenzen ist. 
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Abb. 5.5. Ausschnitt aus einer typischen DNA-Sequenzanalyse. Die vier verschiedenen Wellenlängen 

sind farblich gekennzeichnet und werden mit der Absorption gegen die Zeit aufgetragen. Jeder Peak wird 

automatisch mit dem entsprechenden Buchstaben gekennzeichnet, so dass die Sequenz einfach abgelesen 

werden kann. 

 

 

5.5.2. Durchführung 

 

5.5.2.1. Sequenz-PCR 

 

Für alle durchzuführenden Sequenzierungen wurde das BigDye Terminator Cycle Se-

quencing Kit 2.0 (Perkin Elmer / Applied Biosystems, Weiterstadt) benutzt. Dieses ent-

hält bereits fertig gemischte PCR-Ansätze mit vier unterschiedlich markierten Termina-

tor-Dyes, zu denen nur noch die den zu sequenzierenden Abschnitt enthaltende DNA 

(üblicherweise aufgereinigte PCR-Produkte oder Plasmide) und die entsprechenden 

Primer hinzugefügt werden mussten (Tab. 5.1).  

 

Sequenz-PCR mit big-dye Nucleotiden   

(BigDye Ready Reaction Terminator Cycle Sequencing Kit 2.0)   

       

PCR sense     PCR antisense   

Seq. Kit 4 µl   Seq. Kit 4 µl 

Primer sense letzte PCR 0,5 µl   Primer as letzte PCR 0,5 µl 

Gesamt 4,5 µl   gesamt 4,5 µl 

          

aufgereinigtes PCR-Produkt: ca. 15 µl     ca. 15 µl 

Gesamt: ca. 20 µl   ca. 20 µl 

Tab. 5.1. Beispiel eines Sequenz-PCR Protokolls 
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Anschliessend wurde im Thermocycler folgendes Schema gefahren: 

 

96°C  2 min   

96°C  10 sec   

50°C  15 sec  30 Zyklen 

60°C  4 min   

72°C  10 min  

 

abschliessend Kühlung auf 4°C. 

 

 

5.5.2.2. Sequenzierung 

 

Die Länge der ablesbaren Sequenz wird hauptsächlich von der Signalreinheit bestimmt. 

Diese widerum ist abhängig von der Menge der durch die Kapillare des Sequenzers 

wandernden DNA, ihrer Geschwindigkeit, mit der sie wandert, vom verwendeten Gel, 

von der Temperatur des Gels, von der Länge der Kapillare und natürlich von der Güte 

der Sequenz-PCR und der Aufreinigung. 

 

Die Menge der DNA wird durch die Injektionsspannung und deren Dauer bestimmt. 

Hierbei wird für kurze Zeit eine sehr hohe Spannung angelegt, die die DNA ins An-

fangsstück der Kapillare presst. Je höher die Spannung und je länger sie anliegt, desto 

mehr DNA wird im Gel deponiert. Die Geschwindigkeit der wandernden DNA wird 

durch die anschliessend angelegte Elektrophorese-Spannung bestimmt. Übliche Pa-

rameter waren: 

 

Injection time: 20 sec 

Injection voltage: 2.0 kV 

Run time: 40 min 

Run voltage: 15.0 kV 

Run temperature: 50°C 
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Diese wurden dann je nach Menge und Güte des Ausgangsmaterials und benötigter 

Länge des zu sequenzierenden Abschnittes modifiziert. Als Gel kam das Applied Bio-

systems 3100 Pop-6 zum Einsatz. 

 

 

5.6. Transformation und Klonierung von PCR Produkten 

 

5.6.1.  Prinzip 

 

Aufgrund von bei der viralen Replikation in vivo vorkommenden zufälligen Mutationen 

entwickelt sich im Patienten mit der Zeit eine Quasispeziespopulation des Hepatitis C 

Virus (67, 80, 100, 120). Das bedeutet, dass das PCR Produkt einer langen PCR keines-

falls eine einheitliche DNA-Struktur darstellt, sondern ein Gemisch aus vielen Quasi-

spezies, die sich untereinander mehr oder weniger deutlich durch bestimmte Mutationen 

unterscheiden. Um die jeweiligen Isolate einzeln untersuchen zu können, müssen sie 

zunächst getrennt und dann jeweils wieder zur Sequenzierung vervielfältigt werden. 

Dazu bedient man sich der Technik des Klonierens. Hierbei werden die Isolate zunächst 

in Vektoren eingebracht, wobei jeder Vektor immer nur ein Isolat aufnehmen kann 

(monozistronischer Vektor). Die beladenen Vektoren widerum werden dann in E. coli 

Bakterien transformiert, die den Vektor samt enthaltenem Isolat bei ihrem Wachstum 

mitvermehren. Die hier verwendeten Vektoren pCR 2.1-TOPO, pCR 4-TOPO und pCR 

XL-TOPO (Invitrogen, Groningen, Niederlande) sind Doppelstrang-DNA-Derivate des 

zirkulären, männliche E. coli infizierenden Einzelstrang-DNA-Bakteriophagen M13 

(München 13), der fremde nicht-virale DNA variabler Länge bei erhaltener Replikation 

aufnehmen kann.  

 

Der Vektor liegt zunächst in linearisierter Form vor. An den 3'OH--Enden befindet sich 

je ein T-Überhang, an den widerum das Enzym Topoisomerase I (aus Vaccinia Virus) 

kovalent gebunden ist. Da die in dieser Arbeit erzeugten PCR Produkte allesamt einen 

3'OH--Adeninüberhang besitzen, der durch die Taq Polymerase generiert wird (siehe 

5.2), lagern sich die Enden der PCR Produkte bevorzugt an die Enden der Vektoren an 

und bilden Wasserstoffbrückenbindungen aus (daher auch als „sticky ends“ bezeichnet). 
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Durch die Topoisomerase I werden nun die beiden Phosphodiester-Rückgrate des Isola-

tes und des Vektors verknüpft und damit der Vektor zum Plasmidring geschlossen, wo-

bei das Enzym abgespalten wird. Diese Reaktion läuft sehr schnell ab und benötigt bei 

Raumtemperatur ca. 5 Minuten (siehe Abb. 5.6). Alternativ kann die Ligation auch mit 

Hilfe einer DNA Ligase vorgenommen werden, diese Reaktion benötigt jedoch 12 

Stunden Inkubationszeit bei 4°C. 

 

Der Bereich, in dem die Fremd-DNA eingebaut wird, liegt innerhalb eines LacZa-ccdB-

Fusion-Gens, welches für E. coli letal ist, jedoch bei Aufnahme von Fremd-DNA deak-

tiviert wird. Somit wird gewährleistet, dass nur Bakterien, die beladene Plasmide aufge-

nommen haben, überleben, während erfolglose Transfektionsversuche gar nicht erst 

zum Wachstum gelangen. Nach Bebrütung eines Ausstriches transformierter Zellen 

entstehen Kolonien, die aus je einer einzelnen Zelle hervorgehen, welche einen Vektor 

mit Insert aufgenommen hat. Somit stellt jede Kolonie eine klonale Amplifikation einer 

einzelnen Zelle bzw eines einzelnen Isolates dar. Durch getrennte Kultivierung der Ko-

lonien kann jetzt das im Plasmid enthaltene Isolat beliebig vermehrt werden. 
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A

Topoisomerase I

Topoisomerase I

Topoisomerase Erkennungssequenz

3‘ - Phosphatrest A-Überhänge

5 Minuten inkubieren bei Raumtemperatur5 Minuten inkubieren bei Raumtemperatur

Linearisierter Vektor mit kovalent gebundener Topoisomerase ILinearisierter Vektor mit kovalent gebundener Topoisomerase I

Fertiger zirkulärer Vektor mit hineinligiertem PCR Produkt.
Die Topoisomerasen wurden abgespalten.
Fertiger zirkulärer Vektor mit hineinligiertem PCR Produkt.
Die Topoisomerasen wurden abgespalten.

Taq amplifiziertes PCR ProduktTaq amplifiziertes PCR Produkt+

 

Abb. 5.6. Prinzip der Ligation eines PCR-Produktes in einen Vektor mittels Topoisomerase I 

 

 

5.6.2. Durchführung 

 

Zur Klonierung von Isolaten wurde das TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitro-

gen, Groningen, Niederlande) benutzt. Zunächst wurde folgendes Reaktionsgemisch 

angesetzt: 

 

4 µl aufgereinigtes PCR-Produkt 

1 µl TOPO-Vektor 

1 µl Salt Solution 

 

Die Salt Solution ist eine fertige, im Kit enthaltene Salzlösung aus 1,2 M NaCl und 0,06 

M MgCl2. Durch Zugabe zum Reaktionsgemisch entsteht eine Endkonzentration von 
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200 mM NaCl und 10 mM MgCl2. Diese Anwesenheit von Salzen verhindert eine un-

erwünschte Wiederanlagerung abgespaltener Topoisomerase I an die DNA und damit 

eine potentielle Schädigung des Stranges. Das Resultat sind eine zwei- bis dreimal hö-

here Ausbeute an erfolgreichen Transformationen. 

 

Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch abküh-

len auf 0°C gestoppt. Zwei µl des Reaktionsgemisches wurden nun in ein Cup mit 

TOP10 Zellen gegeben und sanft durchmischt. Die Bakterien wurden zum Zeitpunkt der 

maximalen Anstiegssteilheit ihrer Wachstumskurve, an dem die Fähigkeit zur Aufnah-

me von Plasmiden am grössten ist, vom Hersteller schockgefrostet (kompetente Zellen). 

Um die Zellwände zusätzlich zu schwächen und dadurch die Aufnahme der Vektoren 

weiter zu erleichtern, sind die Zellen oft mit milden Detergenzien (wie beispielsweise ß-

Mercaptoethanol) und Salzen vorbehandelt. Dadurch sind die E. colis jedoch sehr emp-

findlich und müssen äusserst vorsichtig gehandhabt werden. Das Gemisch aus Zellen 

und Vektoren wurde üblicherweise 5 Minuten auf Eis inkubiert, bei zu niedrigen Kolo-

niezahlen konnte diese Zeit auf bis zu 30 Minuten verlängert werden. Die Aufnahme der 

Vektoren wurde dann gestoppt durch Hitzeschocken der Zellen. Dazu wurden die Cups 

für exakt 30 Sekunden in ein Wasserbad von 42°C getaucht. Damit die Bakterien keinen 

bleibenden Schaden nahmen, wurde sie anschliessend sofort auf Eis gekühlt, bevor 250 

ml Nährmedium (SOC-Medium) dazugegeben wurden und sich die Zellen bei 37°C und 

200 upm eine Stunde im Thermoschüttler erholen konnten. 

 

Zur Anzucht der Kolonien wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten ausgestrichen, 

welche 50 µg/ml Kanamycin B enthielten. Um sowohl hohe als auch niedrige Trans-

formationserfolge nutzen zu können, wurden auf eine Platte 10 µl der Zellösung ausge-

strichen, auf eine andere 50 µl. Die Platten wurden dann bei 37°C über Nacht (minde-

stens 12 Stunden) inkubiert. Um die entstandenen Klone eindeutig identifizieren und 

Auswerten zu können, wurden 10 bis 20 Kolonien jedes Ausstriches mit einer sterilen 

Pipettenspitze auf eine frische Agarplatte übertragen, die vorher mit einem nummerier-

ten Raster versehen wurde. Nach erneuter Bebrütung bei 37°C über Nacht befand dann 

sich in jedem Quadrat des Rasters genau eine Kolonie. 
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5.7. Isolierung von Plasmiden aus E. coli 

 

5.7.1. Prinzip 

 

Um die geklonte virale cDNA in den Plasmiden untersuchen zu können, müssen die 

Plasmide aus den Bakterien isoliert werden. Dadurch wird auch eine Kontaminierung 

durch bakterielle DNA verhindert. Hierzu wird eine Kolonie in einem Flüssigmedium 

vermehrt. Nach Lyse der Zellwände werden Proteinanteile ausgefällt und durch Filte-

rung entfernt. Die verbleibende nukleinsäurehaltige Lösung wird nun, ähnlich der PCR-

Aufreinigung (siehe 5.3), über eine Membransäule gegossen, welche die Plasmid-DNA 

adsorbiert und möglichst alle anderen Inhalte der Lösung passieren lässt. Anschliessend 

können die Plasmide dann eluiert werden. Je nach Menge der benötigten Plasmide wird 

dazu eine Kolonie entweder in einer kleinen Menge Nährmedium herangezogen (5 ml, 

Miniprep), oder in einer grösseren (200 ml, Maxiprep). 

 

 

5.7.2. Durchführung 

 

5.7.2.1. Miniprep 

 

Zur Purifizierung kleinerer Mengen Plasmide wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Hilden) benutzt. Ein Teil einer plasmid-tragenden Zellkolonie wurde über 

Nacht im Thermoschüttler in 5 ml LB Broth Base (mit Zusatz von 50 µg/ml Kanamycin 

B) bei 37°C und ca. 250 upm vermehrt. Die Zellen wurden am nächsten Morgen für 10 

min bei 4000 upm zentrifugiert (Megafuge 2.0, Heraeus / Kendro, Hanau) und das über-

stehende Nähmedium abgegossen. Das Bakterienpellet wurde dann in 250 µl Puffer P1 

resuspendiert und in ein 1.5 ml Eppendorff-Cup transferiert. Zur Lyse der Bakterien 

wurden nun 250 µl Puffer P2 hinzugefügt und sanft gemischt. Nach 5-minütiger Inkuba-

tion wurden 350 µl Puffer N3 zur Neutralisation hinzugefügt, gemischt und bei maxi-

maler Geschwindigkeit (17000 upm, Mikro 22 R, Hettich, Bäch, Schweiz) zentrifugiert. 

Der Überstand wurde auf eine Miniprep-Säule gegeben und 60 sec. Bei maximaler Ge-

schwindigkeit zentrifugiert. Die Säule wurde dann zweimal gewaschen, das erste Mal  
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durch Zugabe von 500 µl Puffer PB, danach mit 750 µl Puffer PE (jeweils 60 sec. zen-

trifugiert). Dann wurde der Durchfluss verworfen und die Säule ein weiteres Mal auf 

einem leeren Auffanggefäss zentrifugiert, um auch den letzten Rest Puffer aus der 

Membran zu entfernen. Anschliessend wurden 50 µl Puffer EB auf die Membran aufge-

bracht und eine Minute gewartet. Dann konnte die aufgereinigte Plasmid-DNA in einem 

letzten Zentrifugationsschritt in ein frisches Eppendorff-Cup eluiert werden. 

 

 

5.7.2.2. Maxiprep 

 

Wurden grosse Mengen an Plasmid-DNA benötigt, beispielsweise für eine komplette 

Sequenzierung des Inserts oder zur Aufbewahrung, so empfahl sich ein Maxiprep (JET-

star Plasmid Maxiprep Kit, Genomed, Bad Oeynhausen) durchzuführen. Hierbei wur-

den Zellen einer Kolonie in 200 ml Flüssigmedium (LB Broth Base mit 50 µg/ml Ka-

namycin B) über Nacht im Erlenmeyerkolben bei 37°C bebrütet. Zur besseren Sauer-

stoffdurchmischung der Lösung wurde ein Erlenmeyerkolben mit Schikanen in einem 

Thermoschüttler bei ca. 150 - 200 upm verwandt. Am nächsten Tag wurde das Flüssig-

medium bei 4000 upm 10 Minuten zentrifugiert (Megafuge 2.0, Heraeus / Kendro, Ha-

nau) und der Überstand möglichst vollständig entfernt. In der Zwischenzeit wurden die 

Säulen mit 30 ml der Lösung E4 aus dem Kit äquilibriert. Bei allen Schritten, bei denen 

Flüssigkeit über eine Säule geschickt wurde, wurde ohne weitere Kraftaufwendung aus-

schliesslich mit Hilfe der Schwerkraft gearbeitet. Die Zellen wurden nach der Zentrifu-

gation mit 10 ml Lösung E1 resuspendiert, bis die Lösung homogen erschien. Dann 

wurden 10 ml der Lösung E2 hinzugefügt und gemischt, um die Lyse einzuleiten. Nach 

5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lyse gestoppt durch Zugabe von 

10 ml Neutralisationslösung E3. Dieses Gemisch wurde nun in der Ultrazentrifuge bei 

maximaler Geschwindigkeit (ca. 20.000 g) und 20°C für 10 Minuten zentrifugiert (RC 

28 S SupraSpeed, Sorvall / Kendro, Hanau). Der Überstand wurde dann auf eine äquili-

brierte Säule gegeben. Die Säule wurde anschliessend zweimal mit 60 ml Lösung E5 

gewaschen. Nun konnte die Plasmid-DNA mit 15 ml der Lösung E6 aus der Membran 

eluiert werden. Um die Plasmid-Lösung weiter zu konzentrieren und handlichere Volu-

mina herzustellen, wurde das Eluat mit 10,5 ml Isopropanol gefällt und bei 4°C und ca. 
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20.000 g 10 Minuten lang zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das entstande-

ne Pellet mit 1,5 ml Ethanol 70% gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach Trocknung 

des Pellets bei 50°C wurde es in 1 ml DEPC-Wasser resuspendiert und der weiteren 

Verarbeitung bzw. Aufbewahrung zugeführt. 

 

 

5.8. Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration in einer Lösung 

 

5.8.1. Prinzip 

 

Die meisten Moleküle absorbieren aufgrund ihrer chemischen Struktur Licht bestimmter 

Wellenlängen unterschiedlich stark. Mit einem Spektrophotometer lassen sich diese 

Absorbtionen messen und graphisch gegen die Wellenlänge auftragen. Dabei wird eine 

Probe mit Licht einer bestimmten Wellenlänge durchstrahlt und die dahinter gemessene 

Intensität zu einer Nullprobe in Relation gesetzt. Die daraus resultierenden Absorbti-

onsspektren sind charakteristisch für einen bestimmten Stoff. So können auch in Stoff-

gemischen die einzelnen enthaltenen Stoffe nachgewiesen werden. In einer Lösung ist 

die Stärke der Absorption direkt proportional zur Konzentration der Stoffes. Ist die Pro-

portionalitätskonstante (Optische Dichte, OD) des jeweiligen Stoffes bekannt, so lassen 

sich die absoluten Konzentrationen in einer Lösung direkt photometrisch bestimmen. 

 

 

5.8.2. Durchführung 

 

Für die Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentrationen nach einem Maxiprep wurden 

die Proben zunächst zwecks besserer Messgenauigkeit mit Aqua bidest. auf 1:100 ver-

dünnt. Die Absorption wurde dann beim Absorptionsmaximum für DNA (260 nm) ge-

messen und der Leerwert von reinem Aqua bidest. (ebenfalls bei 260 nm) vom Proben-

wert subtrahiert. Die optische Dichte von DNA wurde mit 50 µg/ml angenommen. Bei 

einer gemessenen Absorptionsdifferenz von 0.127 beispielsweise ergab sich daraus also 

eine DNA-Konzentration von 6,35 ng/µl Probe. Da die Probe 1:100 verdünnt war, hatte 
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das ursprüngliche Gemisch also eine DNA-Konzentration von 635 ng/µl (Abb. 5.7 und 

Abb. 5.8). 

 

 

Abb. 5.7. Leerwertmessung im Photospektrometer. 

 

 

Abb. 5.8. Photospektrometrische Messung einer Plasmid-DNA-Probenlösung. 
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5.9. Erstellung einer Konsensussequenz 

 

5.9.1. Prinzip 

 

Wie bereits erwähnt, entstehen im Laufe der Zeit im Körper eines Hepatitis C Patienten 

verschiedene Quasispezies durch Mutationen. Hinzu kommt, dass auch die zur Amplifi-

kation von DNA-Abschnitten benutzten Polymerasen mit einer gewissen Wahrschein-

lichkeit falsche Nukleotide oder irreguläre Verknüpfungen in den Strang einbauen (sie-

he 5.2.2). In vivo werden die meisten dieser Fehler durch zelleigene Reparatursysteme 

wie die Exonukleaseeigenschaften der Zellpolymerasen korrigiert, in vitro fehlen diese 

jedoch. Damit hängt die Fehlerrate bei der PCR direkt von der verwendeten Polymerase 

ab. 

 

Es wird angenommen, dass ein grosser Anteil der in einem Patienten produzierten HCV 

RNA replikationsdefizient ist. Um nicht zufälligerweise eine seltene oder nicht replika-

tive Quasispezies aus dem Patienten oder gar ein Fehlprodukt der PCR als hauptsächli-

chen Erreger anzunehmen, ist es ratsam, aus den Sequenzen mehrerer zufällig ausge-

wählter Klone einen Durchschnitt zu bilden, der dann die Konsensussequenz darstellt. 

Es geht hierbei nicht unbedingt darum, den Wildtyp oder die häufigste Quasispezies des 

Erregers zu isolieren, sondern vielmehr darum, einen Klon zu erzeugen, dessen Amino-

säuresequenz an jeder Stelle der dort am häufigsten vorkommenden entspricht. Damit 

nimmt die Wahrscheinlichkeit, dass sich an einer Stelle der Sequenz eine Aminosäure 

befindet, die zur Replikationsdefizienz führt, ab. Der erzeugte Konsensusklon kann da-

bei durchaus ein künstliches Produkt sein, welches als solches in vivo gar nicht vorzu-

finden ist. 

 

 

5.9.2. Durchführung 

 

Aufgrund des sehr hohen Aufwandes für die Sequenzierung der kompletten NS-Region 

des Hepatitis C Virus beschränkten wir uns in dieser Arbeit auf vier zufällig ausgewähl-

te Einzelklone als Ausgangsmaterial. Die Konsensussequenz wurde jedoch nicht auf 
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Nukleotidebene gebildet, sondern auf der daraus ableitbaren Aminsäuresequenz. Muta-

tionen, die aufgrund der Degeneration des genetischen Codes keinen Einfluss auf die 

Aminosäuresequenz hatten, wurden nicht berücksichtigt. Es wurde also ein Durch-

schnitt gebildet, in dem jede Aminosäure der in den vier Ausgangssequenzen an den 

jeweiligen Stellen am häufigsten vorkommenden entsprach (Tab. 5.2). Die Umsetzung 

der auf diese Weise künstlich erzeugten Sequenz gelang mittels Mutagenese (siehe 

5.10) und Umklonierung (siehe 5.11) der einzelnen Klone. 

 

Klon AS-Sequenz 

 

8422-1 

8422-2 

8422-3 

8422-4 

8422-con 

 

SKWRALETFWAKHMWNFISGIQYLAGLSTLPGNPAIASLMAFTASVTS 

----------------------------------V----T-------- 

---------------------------------------T-------- 

---------------------------------------T-----I-- 

----------------------------------A----T-----V-- 

 

Tab. 5.2. Beispiel aus der Erstellung der Konsensussequenz. Die Aminosäuresequenzen von vier HCV-

Klonen werden miteinander verglichen. Die Aminosäuresequenzen sind im Standardeinbuchstabencode 

wiedergegeben. Striche zeigen AS an, die identisch sind mit der Sequenz des ersten Klones. Die Konsen-

sussequenz wird gebildet aus den am häufigsten vorkommenden AS an der jeweiligen Stelle. 

 

Für die Erstellung der nötigen Primer für die lange PCR wurden dagegen die Basense-

quenzen von bis zu 20 Klonen verglichen, um möglichst genau passende Primer herstel-

len zu können. Hierbei wurden jedoch nur die entsprechenden Abschnitte der Klone 

sequenziert (Tab. 5.3). 
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Bezeichnung Sequenz 

HCV-J cgtcttctct gacatggaga ctaaactcat cacctggggg  

8422-1 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-2 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-3 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-4 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-5 ------t--c ---------- -c---g---- ----------  

8422-6 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-7 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-8 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-9 ---------c ---------- -c--gg---- ----------  

8422-10 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-11            ---------- -c---g---- ----------  

8422-12 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-13 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-14 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-15 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-16 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-17 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-18 ---------c ---------- -c---g---- ----------  

8422-19 ---------c ---------- -c---g---- ---------- 

Primersequenz cgtcttctcc gacatggaga ccaaagtcat cacctggggg 

 

Tab. 5.3. Beispiel einer Quasispeziesanalyse auf Nukleotidbasis zur Primererstellung für eine Lang-PCR 

im HCV-NS2/3-Übergangsbereich. Als Referenzsequenz ist der HCV 1b Prototyp HCV-J angegeben. 

Striche zeigen Basen an, die identisch mit der Referenzsequenz sind. Die Primersequenz entspricht den an 

jeder Stelle am häufigsten vorkommenden Basen. 

 

 

5.10. Mutagenese 

 

5.10.1. Prinzip 

 

Um einzelne kleine Mutationen innerhalb eines Plasmides zu erzeugen, kann man sich 

der Tatsache bedienen, dass die Primer einer normalen PCR auch dann an die DNA 
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binden, wenn sie nicht hundertprozentig mit der Basensequenz der Bindungsstelle über-

einstimmen. Die Fehlerrate darf jedoch prozentual zur Gesamtlänge des Primers ein 

gewisses Mass nicht überschreiten, sonst steigt widerum die Rate der unspezifischen 

Bindungen. Aus dem selben Grund darf sich der eingebaute Fehler nicht an den Enden 

des Oligonukleotids befinden. Insgesamt muss der Primer also relativ lang sein und die 

gewünschte Mutation in etwa in seiner Mitte beherbergen. Der antisense-Primer ist mit 

dem sense-Primer komplementär. Führt man nun eine PCR mit zwei solchen Primern an 

einem ringförmigen Plasmid durch, so binden die Primer an gegenüberliegenden Stel-

len, und die Polymerasen beginnen, das Plasmid in beide Richtungen entlangzulaufen. 

Da die Primer später Bestandteil des erzeugten Amplifikates sind, wird dieses an ent-

sprechender Stelle, an der sich die Primer von der Ausgangssequenz unterscheiden, die 

gewünschte Mutation enthalten (site-directed Mutagenese). Die ringförmige Struktur 

des Plasmids bleibt dabei erhalten, so dass keine Bruchstücke entstehen, die später auf-

wendig wieder zusammengefügt werden müssten. Die DNA der Ausgangsplasmide, an 

denen die Mutagenese durchgeführt werden soll, stammt aus nicht methylierungsdefi-

zienten E. coli Bakterien, die Stränge sind daher methyliert (dam). Die für die Mutage-

nese benutzte Polymerase besitzt keine Methylierungseigenschaft, die PCR Produkte 

sind also nicht methyliert (dam -). Diese Gegebenheit lässt sich nutzen, um das Ergebnis 

der Mutagenese zu optimieren. Hierzu wird nach erfolgter PCR die Endonuklease Dpn I 

hinzugefügt, die spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA angreift und an der 

Zielsequenz 5'-Gm6ATC-3' schneidet. Dadurch werden die ursprünglichen Plasmide 

zerstört, während die neu gebildeten nicht angegriffen werden (Abb. 5.9). 
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1. Plasmid mit Zielstelle (      ) für Mutation1. Plasmid mit Zielstelle (      ) für Mutation

X

X

2. Anlagerung der Primer (        ) mit der 
gewünschten Mutation ( x )
2. Anlagerung der Primer (        ) mit der 
gewünschten Mutation ( x )

X

X

3. Extension und Inkorporation der
Mutageneseprimer in die neuen zirkulären
Stränge

3. Extension und Inkorporation der
Mutageneseprimer in die neuen zirkulären
Stränge

X

5. Nach Transformation enthält das neue
Plasmid die gewünschte Mutation
5. Nach Transformation enthält das neue
Plasmid die gewünschte Mutation

X

X

Dpn IDpn I

4. Restriktionsverdau des ursprünglichen
Plasmids durch Dpn I
4. Restriktionsverdau des ursprünglichen
Plasmids durch Dpn I

Dpn IDpn I

Dpn IDpn I

X

 

Abb. 5.9. Prinzip der Site-Directed Mutagenese. 

 

Ist das Ausgangsmaterial der Mutagenese ein lineares DNA-Fragment, oder ist das 

Plasmid zu gross für eine einzelne PCR, so muss eine Überlapp-PCR durchgeführt wer-

den. Hierbei geht man nach dem selben Prinzip vor wie bei der Plasmid-Mutagenese, 

mit dem Unterschied, dass zunächst zwei PCR (A und B) durchgeführt werden müssen, 

je eine mit einem mutationstragenden sense- und eine mit einem mutationstragenden 

antisense-Primer. Anschliessend wird eine Gelelektrophorese durchgeführt und die 

Banden der gewünschten PCR A und B Produkte ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe 

5.3). Die beiden PCR Produkte werden dann in einer dritten PCR C zusammengefügt. 

Dazu werden als Primer die jeweils nicht mutationstragenden aus den beiden ersten Re-

aktionen gewählt. Als zu amplifizierenden DNA-Abschnitt fügt man die Produkte der 

ersten beiden PCR hinzu, die sich aufgrund ihrer komplementären Anfangs- bzw. End-

bereiche (dort, wo die Mutationen eingefügt wurden) hybridisieren und bei der PCR mit 

dem jeweils fehlenden Teil vervollständigt werden. Man erhält wieder einen kompletten 
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DNA-Abschnitt, welcher nun in der Mitte die gewünschte Mutation trägt (Abb. 5.10). 

Die Isolation des Produktes wird abermals mittels Gelelektrophorese und Ausschneiden 

der Banden bewerkstelligt.  

 

Alle Mutagenese Produkte müssen anschliessend mittels Sequenzierung überprüft wer-

den. Zum Einen, um den Erfolg der Mutagenese zu verifizieren und zum Anderen, um 

sicherzustellen, dass keine neue Mutation durch die Polymerase eingefügt worden ist. 

 

x

x
x

x

x

x

x
x

x

x

1. DNA-Abschnitt mit unerwünschter Mutation 2.  PCR A + B: Anlagerung der Mutagenese Primer

3. Extension der Teilstücke4. Teilstücke komplett, Elektrophorese und
Ausschneiden der Banden

5. PCR C: Vervollständigung der Teilstücke 6. Kompletter Abschnitt mit erwünschter Mutation

Unerwünschte Mutation

Primer mit erwünschter Mutation

Unerwünschte Mutation

Primer mit erwünschter Mutationx

 

 

Abb. 5.10. Prinzip der Mutagenese mittels Überlapp-PCR. 
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5.10.2. Durchführung 

 

Die Mutagenesen an Plasmiden wurden allesamt mit dem QuikChange XL Site-

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) durchgeführt. Eine 

Übersicht der verwandten Mutagenese Primer findet sich in 4.8.2. Die Schmelztempera-

tur Tm der Primer wurde nach folgender Formel annäherungsweise berechnet: 

 

( ) mismatch
N

GCTm %
675

%41,05,81 −−+=  

 

wobei gilt: 

N    Länge des Primers in Basen 

%GC    Prozentualer Anteil von Guanosin und Cytosin bezogen auf N 

%mismatch Prozentualer Anteil der von der Primerbindungssequenz abweichenden 

Basen bezogen auf N 

%GC und %mismatch werden dabei auf ganze Zahlen gerundet. 

 

Da es sich bei der Mutagenese PCR mit den in dieser Arbeit verwandten Plasmiden um 

eine sehr lange PCR handelte (Plasmid + Insert = ca. 10.000 bp), mussten die Bedin-

gungen stets ideal gehalten werden. Hierzu wurden vorher die Primer- und Plasmidkon-

zentrationen bestimmt (siehe 5.8), um immer annähernd gleiche Mengen in der PCR 

einsetzen zu können. Die eingesetzte Primermenge betrug 125 ng je Primer, vom Plas-

mid wurden 10 ng hinzugegeben. Die Extensionszeit im Zyklus wurde auf 20 Minuten 

festgesetzt, um der Polymerase genügend Zeit für die 10 Kilobasen zu geben. Als Po-

lymerase kam eine Proofreading-Polymerase zum Einsatz, um die Wahrscheinlichkeit 

einer Neumutation durch die PCR zu minimieren, ausserdem wurde die Anzahl der Ex-

tensionszyklen aus dem selben Grund auf 18 begrenzt. Eine PCR zur Plasmid-

Mutagenese wurde also folgendermassen durchgeführt: 



Methoden 
 

62 

Reaction Buffer  5 µl 

Plasmid   x µl (10 ng) 

sense-Primer   x µl (125 ng) 

antisense-Primer  x µl (125 ng) 

dNTP Mix   1 µl 

QuikSolution   3 µl 

Pfu Turbo Polymerase 1 µl 

DEPC Wasser   auffüllen auf 50 µl 

 

Als Thermocycler-Konditionen wurden eingestellt: 

 

95°C 1 min 

95°C 50 sec 

60°C 50 sec  18 Zyklen 

68°C 20 min 

68°C 7 min 

4°C 8  

 

Anschliessend wurde der Ansatz mit 1 µl Dpn I für 60 Minuten bei 37°C verdaut, um 

die unmutierten Ausgangsplasmide zu zerstören. Das so behandelte PCR Produkt wurde 

dann in XL-10 Gold Zellen nach dem selben Prinzip wie in 5.6 transformiert. Es wurde 

jedoch ein speziell auf die XL-10 Gold Zellen abgestimmtes Protokoll benutzt: 

 

1. 45 µl der aufgetauten Zellsuspension wurden mit 2 µl ß-Mercaptoethanol verse-

hen und 10 Minuten auf Eis inkubiert. 

2. 2 µl des mit Dpn I verdauten PCR Produktes wurden hinzugefügt und weitere 30 

Minuten auf Eis inkubiert. 

3. Nun wurden die Zellen für 30 Sekunden in ein 42°C heisses Wasserbad getaucht 

und sofort danach für weitere 2 Minuten auf Eis gesetzt. 

4. Nach Zugabe von 500 µl NZY+ Broth (42°C) wurden die Cups mit den Zellen 

eine Stunde lang bei 37°C und 250 upm im Thermomixer inkubiert. 
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5. Dann wurde das gesamte Volumen der Transformationsreaktion auf eine auf 

37°C vorgewärmte LB-Agarplatte (plus 50 µg/ml Kanamycin B) ausgestrichen 

und über Nacht (mindestens 16 Stunden) bei 37°C inkubiert. 

 

Aufgrund der Grösse des Plasmids war die Transformationseffizienz trotz allem relativ 

gering, im Durchschnitt wuchsen 3 bis 20 Kolonien pro Ansatz. Aus den gewachsenen 

Kolonien wurden Minipreps (siehe 5.7) angefertigt und der Erfolg der Mutagenese 

durch Sequenzierung überprüft. 

 

Die Überlapp-PCR zur Mutagenese wurden nach standard-Protokoll (siehe 5.2) mit ent-

sprechenden Primern durchgeführt. War der Ziel-DNA-Abschnitt Teil eines Plasmids, 

so wurde dieser zunächst per Restriktionsverdau ausgeschnitten und nach erfolgter PCR 

wieder an selber Stelle hineinligiert (siehe 5.11). 

 

 

5.11. Restriktionsverdau und Ligation 

 

5.11.1. Prinzip 

 

Die Mutagenesen per site-directed Mutagenese und Überlapp-PCR haben den Nachteil, 

dass dazu immer mindestens eine PCR durchgeführt werden muss, die auch immer die 

Gefahr von Neumutationen birgt. Ausserdem lassen sich mit diesen Methoden sehr nahe 

beieinander liegende Mutationen nur schwer einfügen, oder man benötigt für jede einzu-

fügende Änderung eine eigene Mutagenese, was abermals die Fehlerwahrscheinlichkeit 

erhöht. Dieses Problem lässt sich mit der Technik der Restriktionsverdauung und 

Umklonierung elegant umgehen. 

 

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die bestimmte Zielsequenzen eines DNA-

Stranges hochspezifisch erkennen und den Strang an dieser Stelle zerschneiden. Im Fal-

le eines Plasmids und nur einmaligen Vorkommen der Zielsequenz wird dieses also 

linearisiert. Kommt die Zielsequenz mehr als einmal vor, oder benutzt man mehrere 

unterschiedliche Restriktionsenzyme, so wird das Plasmid in mehrere Teile zerschnit-



Methoden 
 

64 

ten, abhängig von der Anzahl der darin vorkommenden Schnittstellen. Die Teile können 

anschliessend per Elektrophorese nach ihrer Länge aufgetrennt und weiter verarbeitet 

werden. Hat man nun, wie in dieser Arbeit, die vollständige Sequenz mehrerer sich nur 

durch vereinzelte Mutationen unterscheidenden DNA Abschnitte vorliegen, so kann 

man unerwünschte Mutationen einfach durch Austausch einzelner Teilstücke entfernen.  

 

Angenommen, ein Plasmid A enthält ein Insert, das an einer Stelle eine unerwünschte 

Mutation trägt. Ein anderes Plasmid B enthält ein Insert einer anderen Quasispezies, die 

diese Mutation nicht besitzt. Nun wird ein Restriktionsenzym ausgewählt, dessen Ziel-

sequenz möglichst einmal vor und ein weiteres Mal nach der zu entfernenden Mutation 

vorkommt. Alternativ können auch zwei jeweils nur einmal schneidende  Enzyme ge-

wählt werden, deren Zielsequenzen entsprechend angeordnet sind. Nun wird der mutati-

onstragende Teil des Plasmids A ausgeschnitten und entfernt. Aus Plasmid B wird mit 

denselben Enzymen das entsprechende Stück ebenfalls ausgeschnitten und mit Hilfe 

einer Elektrophorese und anschliessender Gelextraktion isoliert. Dieses ist bis auf die 

fehlende Mutation mit dem bei Plasmid A entfernten Teilstück identisch. Es wird dann 

mit dem Rest-Plasmid A in einen Reaktionsansatz gegeben und mit Hilfe einer Ligase 

wieder eingefügt. Somit entsteht ein Plasmid C, in dem die ursprüngliche Mutation aus 

Plasmid A entfernt wurde, ohne eine fehlerträchtige PCR durchführen zu müssen.  Abb. 

5.11).  

 

Die zur anschliessenden Vermehrung der Plasmide nötige Klonierung in Bakterien hat 

durch die zelleigenen DNA-Reparaturmechanismen eine erheblich niedrigere Fehlerra-

te. Ein weiterer grosser Vorteil dieser Methode ist, dass mehrere nahe beieinander lie-

gende Mutationen in einem einzigen Schritt entfernt werden können, vorausgesetzt, es 

finden sich entsprechende Restriktionsschnittstellen vor und nach den Mutationen und 

es existiert eine andere bekannte Quasispezies, die besagte Mutationen nicht enthält. 

Die Art der Mutationen (Punktmutationen, Deletionen, Insertionen oder komplexe Mu-

tationen) spielen dabei keine Rolle. 
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T4 LigaseT4 Ligase

Plasmid BPlasmid A

Bgl IIBgl II
Bsp EIBsp EI

Bsp EIBsp EI

Bgl IIBgl II

Plasmid C

Langes Teilstück von Plasmid ALanges Teilstück von Plasmid A

Kurzes Teilstück von Plasmid BKurzes Teilstück von Plasmid B

1 Stunde bei 22°C inkubieren1 Stunde bei 22°C inkubieren

Fertiges Plasmid C,
bestehend aus den
beiden Teilstücken
von A und B

Fertiges Plasmid C,
bestehend aus den
beiden Teilstücken
von A und B

 
Abb. 5.11. Schematische Darstellung einer Kombination zweier Plasmidanteile mittels Restriktionsver-

dau und anschliessender Ligation der Teilstücke. 

 

 

5.11.2. Durchführung 

 

Da Restriktionsenzyme aus den unterschiedlichsten Organismen stammen, besitzen sie 

spezifische Temperaturoptima und erreichen ihre maximale Aktivität nur in speziellen 

Puffersystemen, die sich für die meisten Enzyme unterscheiden, so dass nur dann meh-

rere Enzyme in einem Ansatz gemischt werden konnten, wenn sie ähnliche Parameter 

benötigten. Ansonsten wurden nacheinander zwei Ansätze hergestellt. Die oft gebrauch-

ten Enzyme Bgl I, Bgl II, Eco RI und Bsp EI können im selben Puffersystem benutzt 

werden. Ein typisches Restriktionsverdau-Ansatz sah dann folgendermassen aus: 

 

Bgl II   2 µl 

Bsp EI   2 µl 

Puffer NEBuffer 3 2 µl 

Plasmid  4 µl 

DEPC-Wasser  auffüllen auf 20 µl 



Methoden 
 

66 

Dieser Ansatz wurde für 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschlie-

ssend gestoppt durch Hitzeinaktivierung der Enzyme (80°C für 20 Minuten). Die ent-

standenen Teilstücke wurden dann durch Elektrophorese ihrer Länge nach aufgetrennt 

und per Gelextraktion aufgereinigt (siehe 5.4). Für die Ligation des gewünschten Teil-

stückes in das entsprechende Plasmid wurde das Enzym T4 DNA Ligase (MBI Fermen-

tas, St.Leon-Rot) nach folgendem Protokoll verwandt: 

 

Vektor   2 µl 

Insert   6 µl 

Ligation Buffer 2 µl 

T4 DNA Ligase 2 µl 

DEPC Wasser  auffüllen auf 20 µl 

 

Der Ansatz wurde dann bei 22°C für 60 Minuten inkubiert. Stoppen der Reaktion bei 

65°C für 10 Minuten. Das Reaktionsgemisch konnte dann direkt zur Transformation in 

Zellen (meist E.coli DH5a) verwendet werden. 

 

 

5.12. Umklonierung der Konsensusklone in den pFK1 Vektor zur Replikation in 

Hepatomazellinien 

 

5.12.1. Prinzip 

 

Die generierten Konsensusklone werden nach dem selben Prinzip wie in 5.11 mittels 

Restriktionsverdau vom pCR-XL-TOPO in den pFK1 Vektor umkloniert. Dieser ist ein 

bizistronischer modifizierter pBR322 Vektor und wird von Prof. R. Bartenschlager 

(Heidelberg) zur Verfügung gestellt. Dieser modifizierte Vektor enthält bereits den ori-

ginären HCV 5'-Promoter (IRES) vor einem Neomycin-Phosphotransferase-Gen 

(G418), gefolgt von einem EMCV Promoter (aus Enzephalomyokarditis Virus) und 

einem artifiziell eingebrachten ATG, dem sich direkt die nicht-strukturellen HCV 1b 

Gene (NS3 bis NS5B) und das nichtkodierende HCV 3'-Ende mit der poly-U/UC-

Sequenz anschliessen. Das gesamte Konstrukt wird flankiert von einem T7 Promotor 
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am 5'-Ende und einem T3 Promotor am 3'-Ende (siehe Abb. 4.2). Bei der Umklonierung 

werden die ursprünglich enthaltenen nicht-strukturellen HCV Gene des Genotyps 1b 

(NS3 bis NS5B) durch die in dieser Arbeit generierten charakterisierten (mit und ohne 

Ansprechen auf Interferon a basierter Therapie) HCV 1b Isolate (NS3 bis NS5B) ersetzt 

(Abb. 5.12).  Durch eine direkt hinter dem 3'-NTR-Ende befindliche Sca I Schnittstelle 

kann der Vektor dann linearisiert und mittels einer T7 RNA Polymerase in vitro 

Transkripte des jeweiligen Replikons mit originären 5'- und 3'-NTR-Enden hergestellt 

werden. Das zwischengeschaltete Neomycin-Phosphotransferase-Gen dient der späteren 

Identifizierung und Selektion von replizierenden Konstrukten in Humanen Hepatoma-

zellen (Huh-7). 

 

neo NS3 NS4 NS5A NS5B
EMCV-
IRES

HCV-IRES

5´

3´

Konsensusklon

ATG

 

Abb. 5.12. Schematische Darstellung des in den pFK1 Vektor eingebauten HCV Konstruktes mit originä-

rer HCV-IRES, Neomycin-Phosphotransferase-Gen, EMCV-IRES, NS3-NS5B-HCV-Genomabschnitt 

(entsprechend dem generierten Konsensusklon) und dem originären 3'-nichtkodierenden Ende mit der 

poly U/UC-Sequenz. 

 

Zur Umklonierung wird eine Sfi I Restriktionsenzymschnittstelle benutzt, die hinter der 

EMCV-IRES im pFK1 Vektor lokalisiert ist und an der das aminoterminale Ende des 

Konsensusklons eingebunden wird. Entsprechend wird das carboxyterminale Ende des 

Klons mittels einer Kpn I Schnittstelle eingebunden. Zuvor muss eine Restriktionsver-

daugenkarte des Konsensusklons erstellt werden, um weitere Schnittstellen der benutz-

ten Restriktionsenzyme auszuschliessen oder gegebenenfalls andere geeignete Restrik-

tionsenzyme zu finden. 



Methoden 
 

68 

5.12.2. Durchführung 

 

Um die Konsensusklone in den pFK1 Vektor zu integrieren, wurde eine Umklonie-

rungsstrategie erstellt, mit der unter Berücksichtigung der vorkommenden Restriktions-

enzymschnittstellen sowohl im Vektor als auch in den Inserts der genaue Ablauf der 

einzelnen Schritte geplant werden konnte. Hier ein Beispiel einer Umklonierungsstrate-

gie zum Einfügen des 8422-Konsensusklons in den pFK1 Vektor. Durch mehrere nach-

einander durchgeführte Überlapp-PCR und Umklonierungen von Teilstücken wurden 

dabei gleichzeitig letzte Fehler aus der gewünschten Sequenz des Konsensusklons ent-

fernt und dieser letztendlich mit dem pFK1 Vektor zum vollständigen Replikon ligiert. 

 

 

5.12.2.1. Erstellung des fertigen Konsensusklons zur Einbringung in den pFK1 Vektor 

 

Im einer ersten Überlapp-PCR / Klonierungsrunde muss der Konsensusklon soweit vor-

bereitet werden, dass er in den pFK1 Vektor eingebracht werden kann. Hierzu sind zu-

nächst Überlapp-PCR mit Restriktionsverdau für die Elimination der neuen Mut1778 im 

Klon 8422mut1-5+ScaPP, der ScaI site mit Mut5 im Klon 8422-3 und von Mut6 im 

Klon 8422mut1-5+ScaPP nötig. 

 

Ausgangsprodukt ist der Vektor pCR XL TOPO 8422mut1-6+ScaPP+Mut1778 mit 

9595 bp, mit seinem Insert von bp 337 bis bp 6412 bestehend aus 8422-3 Ende NS2 bis 

TGAACG vom NS5B/3’NTR. 
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5B5A4B4A3ori placzeo 2

337 6413455Pos. im Vektor

Pos. in HCV-J 3408 9366

2348 2510 3293 4634

5301 5463 6246 7587

Spe I
(301)

neueMut
(1778)

Mut1ok
(3006)

Mut2ok
(3690)

Mut3ok
(4083)

Mut4ok
(4836)

Mut5P
(5316)

Mut6PP
(5739)

Mut7
(6378)

MutScaI
(5215)

Bgl II
(5971)

BspE I
(4957)

XhoI
(6453)

NsiI
(6464)

L
ac und K

ana

NsiI
(2322)

NsiI
(274)

 

Abb. 5.13. pCR XL TOPO Vektor mit Insert 8422mut1-6+ScaPP-Mut1778. Im Insert sind die gewünsch-

ten Mutagenesen 1-6 durchgeführt worden. Dabei entstand eine neue unerwünschte Mutation bei Base 

1778, ausserdem kam es beim Einfügen der Mutationen 5 und 6 zu einem doppelten Einbau der Mutage-

neseprimersequenzen, die ebenfalls wieder entfernt werden müssen. Hinzu kommt noch eine Sca I 

Schnittstelle bei 5215, die die spätere Umklonierung in den pFK1 Vektor behindern würde und daher 

ebenfalls entfernt werden soll. 

 

Schritt I 

 

1. Verdau von pCR XL TOPO 8422-3 mit 

 Spe I und Nsi I 

Es entstehen vier Stücke: 27 bp, 2021 bp, 3405 bp und 4142 bp. Aufreinigung des 2021 

bp Fragments über Gel und Säule. Das herausgeschnittene Segment entspricht dem ori-

ginären Stück von 8422, in der die neue Mut1778 noch nicht entstanden war. 

 

2. Verdau von pCR XL TOPO 8422mut1-6+ScaPP+Mut1778 mit 

 Spe I und Xho I 

Es entstehen zwei Stücke: 3443 bp und 6152 bp. Aufreinigung des 6152 bp Fragments 

über Gel und Säule (entspricht in etwa dem TOPO XL Vektor ohne Insert). 
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3. Verdau von pCR XL TOPO 8422mut1-6+ScaPP+Mut1778 mit 

 Spe I und Xho I 

Es entstehen vier Stücke: 11 bp, 2048 bp, 3405bp und 4131 bp. Aufreinigung des 4131 

bp Fragments über Gel und Säule. 

 

4. Ligation der aufgereinigten Banden von 1, 2 und 3 mit T4 DNA Ligase. 

Produkt: pCR XL TOPO 8422mut1-6+ScaPP. Die Mutation bei Base 1778 wurde ent-

fernt. 

 

Schritt II 

 

1. Umtransformation von pCR XL TOPO 8422-3 in methylierungsdefiziente E. coli 

DH5a. 

 

2. Verdau von pCR XL TOPO 8422mut1-6+ScaPP aus Schritt I mit 

 Bsp EI und Bgl II 

Es entstehen 2 Stücke: 1014 bp und 8581 bp. Aufreinigung des 8581 bp Fragments über 

Gel und Säule (entspricht dem Produkt von Schritt I ohne ein Teilstück, welches die 

unerwünschten Mutationen Mut5P und Mut6PP sowie eine unerwünschte Sca I Restrik-

tionsschnittstelle enthält). 

 

3. Überlapp-PCR 1 

 

PCR A 

Primer:  1b-seq-s18 (liegt vor der Bsp EI site) und 8422-mut-a9 (liegt über 

unerwünschter Sca I site und Mut5P ohne den entsprechenden Mu-

tationen und Primersequenzverdoppelungen) 

Template: pCR XL TOPO 8422mut1-6+ScaPP aus Schritt I 

Produkt:  ca. 500 bp 
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PCR B 

Primer:  8422-mut-s5 (liegt über unerwünschter Sca I site und Mut5P ohne 

den entsprechenden Mutationen und Primersequenzverdoppelun-

gen) und 8422-full-a1 (liegt hinter der Bgl II site) 

Template: pCR XL TOPO 8422mut1-6+ScaPP aus Schritt I 

Produkt:  ca. 1200 bp 

Aufreinigung der PCR-Produkte A und B über Agarose-Gel und Säule. 

 

PCR C 

Primer: 1b-seq-s18 (liegt vor der Bsp EI site) und 8422-full-a1 (liegt hinter 

der Bgl II site)  

Templates: PCR Produkte aus PCR A und B 

Produkt: ca. 1600 bp 

Aufreinigung des PCR-Produktes C über Agarose-Gel und Säule. 

 

5B5A VektorVektor

Sca I
(5217)

Bgl II
(5971)

BspE I
(4957)

4634im Vektor

im HCV-J 7587

6413

9366

PCR B

PCR C

Mut5P
(5316)

Mut 6PP
(5739)

PCR A

 

Abb. 5.14. Schematische Darstellung der Lage der einzelnen Primer für die Überlapp-PCR 1. Es werden 

hierbei die unerwünschte Sca I site sowie die Primersequenzverdoppelung bei Mutation 5 entfernt. Bei 

der anschliessenden Überlapp-PCR 2 wird dann analog hierzu die Primersequenzverdoppelung bei Muta-

tion 6 aus dem Produkt von Überlapp-PCR 1 entfernt. Wichtig ist, dass die Restriktionsschnittstellen von 

Bsp EI und Bgl II unverändert innerhalb der Überlapp-PCR verbleiben, um später mit Hilfe dieser das 

bereinigte Produkt mit dem 8581 bp Teilstück aus Schritt II zum endgültigen Konsensusklon ligieren zu 

können. 
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Schritt III 

 

1. Überlapp-PCR 2 

 

PCR D 

Primer:  1b-seq-s18 (liegt vor der Bsp EI site) und 8422-mut-a6 (liegt über 

Mut6PP ohne Primersequenzverdoppelung) 

Template: Produkt von PCR C von Schritt II  

Produkt:  ca. 800 bp 

 

PCR E 

Primer:  8422-mut-s6 (liegt über Mut6PP ohne Primersequenzverdoppe-

lung) und 8422-full-a1 (liegt hinter der Bgl II site) 

Template: PCR C von Schritt II 

Produkt:  ca 800 bp 

Aufreinigung der PCR-Produkte von D und E über Agarose-Gel und Säule. 

 

PCR F 

Primer:  1b-seq-s18 (liegt vor der Bsp EI site) und 8422-full-a1 (liegt hinter 

der Bgl II site) 

Templates:  PCR Produkte aus PCR D und E 

Produkt:  ca. 1600 bp 

Aufreinigung des PCR-Produktes F über Agarose-Gel und Säule. Anschliessend Verdau 

mit Bsp EI und Bgl II. Gelaufreinigung (3 Banden), das ca. 1000 bp grosse Teilstück 

wird ausgeschnitten und aus dem Gel extrahiert. Es entspricht dem gewünschten Se-

quenzabschnitt für den Konsensusklon. 

 

4. Ligation und Transformation 

 

Der verdaute Vektor aus Schritt II (8581 bp Fragment) und das Insert aus Schritt III (ca. 

1000 bp Fragment) werden nun mit T4 DNA Ligase zusammengefügt. Als Produkt ent-

steht pCR XL TOPO 8422mut1-6 mit eliminierter ScaI site, eliminierter Mut5, elimi-
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nierter Mut6 und ohne Primersequenzverdoppelungen. Dieser Vektor wird nun in E. 

coli TOP10 transformiert und per Miniprep amplifiziert und aufgereinigt. Die einzige 

jetzt noch bestehende Mutation ist Mut7, die bei der Umklonierung in den pFK1 Vektor 

entfernt wird. 

 

 

5.12.2.2. Umklonierung in pFK mit Elimination der Mut7 

 

Ausgangsprodukte sind der in 5.12.2.1 erstellte pCR XL TOPO 8422mut1-6, dessen 

Insert bis auf die letzte verbliebene Abweichung (Mut7) den Konsensusklon 8422con 

enthält, sowie der Vektor pFK1389neo/NS3-3‘/2879con, dessen Insert (bestehend aus 

den nichtstrukturellen Genen eines HCV 1b Wildtyps) durch den 8422 Konsensusklon 

ersetzt werden soll (Abb. 5.15). 
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ScaI
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Neo 5B5A4B4A3EINTR NTR
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Abb. 5.15. pFK I Vektor zur Einbringung des Konsensusklons in die Zellkultur. Der Vektor enthält als 

Insert die nichtstrukturellen Gene eines klinisch nicht charakterisierten HCV 1b Wildtyps, die bei der 

Umklonierung durch den in dieser Arbeit generierten 8422-Konsensusklon ersetzt werden. Die Positions-

angaben beziehen sich auf die Basenpaare des Gesamtkonstrukts (Vektor + Insert), beginnend mit dem 

T7 Promotor Gen. Die mit 8422 gekennzeichneten Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen  Bst XI 

und Mun I kommen nur im einzusetzenden 8422 Klon vor, jedoch nicht im ursprünglichen Insert des 

pFK1 Vektors. Sie sind auf dieser Karte jedoch schon eingezeichnet, da sie im Rahmen der Umklonie-

rung eine wichtige Rolle spielen. 
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Schritt I 

 

1. Verdau von pFK1389neo/NS3-3‘/2879con mit 

 Kpn I und Mun I 

Es entstehen fünf Stücke: 743 bp, 1030 bp, 1644 bp, 2495 bp und 5164 bp. Aufreini-

gung des 5164 bp Fragments über Gel und Säule. Die vordere Kpn I Schnittstelle liegt 

innerhalb der EMCV-IRES, wodurch diese zerschnitten wird. Das Fragment entspricht 

also dem pFK1 Vektor mit einem Rest der EMCV Region am 3'-Ende und einem Rest 

des NS5B Gens des HCV Wildtyps am 5'-Ende des Vektors. 

 

2. Überlapp-PCR 

 

PCR A 

Primer: s-EMCV-vorPmeI (liegt vor der zerstörten EMCV Region) und a-

EMCV-8422-NS3 (bindet mit seinem vorderen Anteil am Rest der 

EMCV Region und enthält als überhängendes Ende den fehlenden 

Teil der EMCV bis zum Übergang zum NS3 Bereich der Konsen-

sussequenz) 

Template: 5164 bp Fragment aus Punkt 1 

Produkt: 680 bp (entspricht der Intakten EMCV-IRES mit Übergang zum 

NS3 Bereich) 

 

PCR B 

Primer: s-8422-NS3 (als komplementärer antisense Primer zu a-8422-NS3 

aus PCR A) und 1b-seq-6a (liegt hinter der Bst XI Schnittstelle) 

Template: pCR XL TOPO 8422mut1-6 

Produkt: 349 bp 

Aufreinigung der PCR Produkte A und B über Agarosegel und Säule. 

 

PCR C 

Primer: s-EMCV-vorPmeI und 1b-seq-6a 

Template: Produkte aus PCR A und B 
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Produkt: ca. 1000 bp 

Aufreinigung des PCR-Produktes C über Agarosegel und Säule. 

 

3. Verdau des aufgereinigten PCR-Produktes C mit 

 Kpn I und Bst XI 

Es entstehen drei Stücke: 150 bp, 320 bp und 520 bp. Das 320 bp Teilstück wird ausge-

schnitten und aufgereinigt, es entspricht einem Teilstück von der Mitte der EMCV-

IRES bis etwa zum ersten Drittel des NS3 Gens von 8422. 

 

4. Verdau von pCR XL TOPO 8422mut1-6 mit 

 Bst XI und Mun I 

Es entstehen sechs Stücke: 16 bp, 308 bp, 418 bp, 1394 bp, 3011 bp und 4402 bp. Das 

4402 bp grosse Stück wird ausgeschnitten und aufgereinigt, es entspricht einem Teil-

stück von 8422 vom zweiten Drittel des NS3 Gens bis etwa zur Hälfte des NS5B Gens. 

 

5. Ligation der aufgereinigten Banden von 1, 3, und 4 mit T4 DNA Ligase. Das Produkt 

ist der pFK1 Vektor, der als Insert einen unvollständigen 8422 Konsensusklon trägt (bis 

etwa zur Hälfte des NS5B Gens), dem sich ein kurzer Rest des Wildtyp-NS5B Gens 

anschliesst. Die Länge dieses Zwischenkonstruktes beträgt 9872 bp. 

 

Schritt II 

 

1. Verdau des Zwischenkonstrukts aus Schritt I mit 

 Afl II und Mun I 

Es entstehen zwei Stücke: 214 bp und 9658 bp. Aufreinigung des 9658 bp grossen Teil-

stückes mit Agarosegel und Säule. Dieses Stück entspricht dem pFK1 Vektor mit einem 

Teilstück des 8422 Konsensusklons bis etwa zur Mitte des NS5B Gens. 

 

2. PCR mit überlappendem Primer zur Ausschaltung von Mut7 
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PCR D 

Primer: 1b-seq-s18 (liegt vor der Mun I site) und a-9402-AflII-8422-NS 

(liegt über der Afl II site im 3'-NTR Bereich und beseitigt durch 

Überlappung die noch bestehende Mut7) 

Template: pCR XL TOPO 8422mut1-6 

Produkt: 1617 bp, Aufreinigung mit Gel und Säule 

 

3. Verdau des Amplifikates aus PCR D mit 

 Afl II und Mun I 

Es entstehen drei Stücke: 30 bp, 193 bp und 1394 bp. Ausschneiden und Aufreinigung 

des 1394 bp grossen Teilstückes, es entspricht dem fehlenden Stück des 8422 Konsen-

susklons bis zur Afl II site. 

 

4. Ligation der Produkte aus 1 und 3. Das Produkt ist der endgültige Konsensusklon von 

8422 im pFK1 Vektor: pfK1-8422con. 

 

Für dem Klon 8769 wurde analog eine ähnliche Umklonierungsstrategie erarbeitet. 
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6. ERGEBNISSE 

 

 

6.1. Herstellung von Primern für die lange PCR 

 

6.1.1. Amplifikation der HCV 1b NS2 / NS3 und NS5B / 3' NTR Übergangsregionen 

 

Um exakt passende Primer für eine lange PCR der gesamten nichtstrukturellen Gene 

des Virus Genoms herzustellen, wurde zunächst im Bereich des Übergangs zwischen 

NS2 und NS3 sowie im Bereich NS5B / 3' NTR aus bereits veröffentlichten HCV 1b 

Sequenzen (HCV-J, HCV-J4, HCV Con1) (49, 62, 80) eine Konsensussequenz erstellt, 

nach der dann erste Primer ausgewählt wurden (Abb. 6.1). Mit Hilfe dieser Primer wur-

den dann die entsprechenden Regionen der HCV-RNA-Extrakte aus Patientenserum per 

RT-PCR amplifiziert. Da diese Vor-Primer nur in etwa mit der tatsächlichen Sequenz 

der Isolate übereinstimmten, mussten einige Versuche unternommen werden, bis ausrei-

chend passende Primersequenzen für reproduzierbare Ergebnisse gefunden wurden. 

Auch eine Anpassung des RT-PCR Protokolls war vonnöten.  

 

Eine deutliche Erhöhung der RT-PCR-Effizienz fand sich dabei durch die Modifikation 

des Standardprotokolls mit Verwendung einer Touch down Polymerase (Taq Gold) so-

wie einer Vorinkubation des RNA Extraktes mit dem antisense Primer über 10 Minuten 

bei 70°C und anschliessender Kühlung auf Eis, bevor die restlichen Reagenzien hinzu-

gefügt wurden. Des weiteren wurde DMSO hinzugefügt, um eine bessere Auffaltung 

der DNA zu erreichen (Tab. 6.1, Tab. 6.2 und Abb. 6.2). Eine weitere Verbesserung 

brachte eine nested PCR, bei der nach Durchführung einer RT-PCR nach dem modifi-

zierten Protokoll nochmals eine PCR mit weiter innen liegenden Primern angehängt 

wurde. Im NS5B / 3' NTR Bereich wurde diese als semi-nested durchgeführt. 

 



 

 

1b-NS2/3-s2 1b-NS2/3-1s 

Beginn NS3 

1b-NS2/3-s2 

1b-NS2/3-s2 

 

 

    3171 

Kato HCV-J   tacgtatatg accatcttac tccactgcgg gattgggccc acgcgggcct acgagacctt gcggtggcag tagagcccgt 

Okamoto HC-J4  -----t---a ---------- ---------- --c------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

Bartenschlager con1 -----t---- -------c-- c--------- --c------- ---------- ---------- ---------- -t-------- 

 

    3251 

Kato HCV-J   cgtcttctct gacatggaga ctaaactcat cacctggggg gcagacaccg cggcgtgtgg ggacatcatc tcgggtctac 

Okamoto HC-J4  ---------c ---------- -c--gg---- ---------a ---------- -a-------- ---------- -t-------- 

Bartenschlager con1 ---------- --t------- -c--gg-t-- ---------- ---------- ---------- ---------- -t---c--g- 

 

    3331 

Kato HCV-J   cagtctccgc ccgaaggggg aaggagatac ttctaggacc ggccgatagt tttggagagc aggggtggcg gctccttgcg 

Okamoto HC-J4  -c-------- ---------- ---------t --t-g----- ---------- c---a--g-- -a-------- a--------- 

Bartenschlager con1 -c-------- ---c------ -g-------- a---g----- ---a--c--c c---a--g-- ---------- a-----c--- 

 

    3411 

Kato HCV-J   cctatcacgg cctattccca acaaacgcgg ggcctgcttg gctgtatcat cactagcctc acaggtcggg acaagaacca 

Okamoto HC-J4  --c-----a- ----c----- ---------- ---g-a---- -t--c----- ---------- -----c---- ---------- 

Bartenschlager con1 -----t---- ----c----- ---g-----a -----a---- ----c----- ---------- -----c---- ---g------ 

 

    3491 

Kato HCV-J   ggtcgatggg gaggttcagg tgctctccac cgcaacgcaa tctttcctgg cgacctgcgt caatggcgtg tgttggaccg 

Okamoto HC-J4  ------g--- --------a- --g-t----- ------a--- ---------- --------a- --c------ ---c-----t- 

Bartenschlager con1 ------g--- -----c--a- --g------- ------a--- ---------- ---------- --------- ---------t- 

 



 

 

 

 

 

Abb. 6.1. Ausschnitt aus dem Alignment der drei HCV Genome HCV-J, HC-J4 und con1. Die Nummern geben die Position der jeweils ersten Base einer Zeile nach 

HCV-J an. Striche zeigen Basen an, die identisch sind mit der Sequenz von HCV-J. Die Markierungen geben die Lage der einzelnen Primer in diesem Ausschnitt so-

wie den Beginn des NS3 Gens an. Im Bereich des NS5B / 3'NTR Überganges wurde analog verfahren. 
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RT    PCR    Cycler   

MgCl2 4 µl   PCR Puffer 4 µl   95°C 2 min  

Nucleotide 4 µl   NS-1b-s1 1 µl   95°C 20 sec  

RT Puffer 2 µl   NS-1b-a1 1 µl   55°C 30 sec 51 x 

Hexamere 0,5 µl   Aqua 23,75 µl   72°C 40 sec  

RNAse Inhibitor 0,5 µl   Taq Polymerase 0,25 µl   72°C 10 min  

RT 0,25 µl   RT Produkt 20 µl   
Abschliessend Kühlung auf 

4°C 

RNA Extrakt 8,75 µl   Gesamtvolumen 50 µl      

Gesamtvolumen 20 µl          

Tab. 6.1. Standard RT-PCR Protokoll 

 

Vorinkubation    PCR I    PCR II   

1b-NS2/3-a2 2 µl   PCR Puffer 4 µl   PCR Puffer 4 µl  

RNA Extrakt 10 µl   1b-NS2/3-s2 0,75 µl   1b-NS2/3-1s 0,75 µl  

(10 min bei 70°C)   1b-NS2/3-a2 0,75 µl   1b-NS2/3-1a 0,75 µl  

RT    Nucleotide 1 µl   Nucleotide 1 µl  

DTT 2 µl   DMSO 1 µl   DMSO 1 µl  

Nucleotide 1 µl   Taq Gold 0,5 µl   Taq Gold 1 µl  

RT Puffer 4 µl   Aqua 22 µl   Aqua 32 µl  

RNAse Inhibitor 1 µl   RT Produkt 20 µl   PCR I Produkt 10 µl  

RNA + Primer 12 µl   Gesamtvolumen 50 µl   Gesamtvolumen 50 µl  

Gesamtvolumen 21 µl          

    Cycler:    Cycler:   

    95°C 12 min    95°C 12 min   

    95°C 30 sec    95°C 30 sec   

    50°C 30 sec 45 x   55°C 40 sec 35 x  

    72°C 2 min    72°C 1:30 min   

    72°C 10 min    72°C 10 min   

Tab. 6.2. Modifiziertes Protokoll (nested) zur Amplifikation der HCV 1b NS2 / 3 und NS5B / 3' NTR 

Übergangsbereiche zur Erstellung von Primern für die lange PCR. Es wurde eine Vorinkubation des 

RNA-Extraktes mit dem antisense Primer durchgeführt, eine Touch down Polymerase für die PCR ver-

wandt sowie eine Anpassung der Thermozyklen vorgenommen,  
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Abb. 6.2. Gelelektrophorese zweier RT-PCR mit identischen Proben aus HCV 1b RNA Extrakt mit ran-

dom Hexamers nach Standardprotokoll (links) und nach modifiziertem Protokoll (nicht nested) mit Vor-

inkubation des RNA Extraktes mit dem antisense PCR Primer über 10 Minuten bei 70°C (rechts). Trotz 

einer Reduktion der Thermozyklen-Anzahl von 51 (links) auf 45 (rechts) ist die Bande in Reihe 2 bei ca. 

220 bp im rechten Bild deutlich intensiver und schärfer abgrenzbar. Die Elektrophorese wurde in Agaro-

segel (2,45 %) bei 120 V und 250 mA über eine Stunde durchgeführt. 

 

Insgesamt wurden eine Vielzahl von PCR mit verschiedenen Extrakten aus mehreren 

Patientenseren angefertigt. Zur weiteren Bearbeitung wurden dann die Patientenseren 

mit den Nummern 3423, 8036, 8422, 8467, 8757 und 8769 ausgewählt. Die klarsten 

Banden der NS2 / NS3 und der NS5B / 3'NTR Amplifikate wurden aus den Gelen aus-

geschnitten und aufgereinigt. 
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Abb. 6.3. PCR der Übergangsregionen NS2 / NS 3 (ca. 280 bp Bande, links) und NS5B / 3' NTR (ca. 230 

bp Bande, rechts). Die Banden wurden zur weiteren Verarbeitung ausgeschnitten und aufgereinigt. 
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Abb. 6.4. PCR der Übergangsregionen NS2 / NS 3 (ca. 280 bp, Reihe 1) und NS5B / 3' NTR (ca. 230 bp, 

Reihe 4) des Patientenserums 8769. 



Ergebnisse 

83 

6.1.2. Klonierung und Sequenzierung der HCV 1b NS2 / NS3 und NS5B / 3' NTR 

Übergangsregionen 

 

Die DNA der ausgeschnittenen Banden wurde nach Aufreinigung in E. coli TOP 10 

Zellen transformiert (siehe 5.6). Es wurden jeweils 19 einzelne Kolonien gepickt, auf 

einer mit einem nummerierten Raster versehenen Platte neu ausgebracht und über Nacht 

bei 37°C bebrütet. Zur Erfolgskontrolle der Transformation wurde dann die PCR II der 

nested PCR wiederholt, wobei als Template 10 µl einer Zellsuspension aus den jeweili-

gen Kolonien diente. Das PCR Produkt wurde anschliessend per Gelelektrophorese auf 

Banden analysiert (Abb. 6.5). 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 18 1916 17
NS2 / 3

NS5B / 3‘ NTR

2000 bp
650 bp
400 bp
300 bp
230 bp
150 bp

2000 bp
650 bp
400 bp
300 bp
230 bp
150 bp

 

Abb. 6.5. Kontroll PCR der transformierten PCR Produkte der HCV 1b (8422) NS 2 / 3 (oben) und NS5B 

/ 3' NTR (unten) Übergangsregionen. Vermutlich aufgrund der Tatsache, dass im NS5B-Bereich nur eine 

semi-nested PCR möglich war, sind die Banden hier teilweise wesentlich unsauberer.  

 

Es wurden dann alle ausreichend spezifischen Banden ausgeschnitten. Im Beispiel oben 

(Patientenserum 8422, Abb. 6.5) wurden von den NS2/3 Klonen alle 19 Banden zur 

Sequenzierung ausgeschnitten, von den NS5B Klonen nur die 230 bp Banden mit den 

Nummern 1, 4, 5, 8, 12, 14, 15, 16 und 19, von denen sich jedoch nur 5 Klone sequen-

zieren liessen. Nach dem Alignment der Basensequenzen und Erstellung einer Konsen-

sussequenz dieser Abschnitte wurden dann Primer ausgewählt, mit denen die lange PCR 
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der gesamten nicht-strukturellen Gene des HCV 1b Virus in Angriff genommen werden 

sollte (Abb. 6.6 und Abb. 6.7). 



 

 

Beginn NS3 

   3251 

Kato HCV-J  cgtcttctct gacatggaga ctaaactcat cacctggggg gcagacaccg cggcgtgtgg ggacatcatc tcgggtctac cagtctccgc ccgaaggggg 

8422 Klon1  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon2  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon3  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- -----ct--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon4  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon5  ------t--c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon6  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---t-----t ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon7  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon8  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t-g- -c-------- ---g------ 

8422 Klon9  ---------c ---------- -c--gg---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon10  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon11             ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-N------ ---g------ 

8422 Klon12  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon13  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon14  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ----a----- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon15  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon16  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon17  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon18  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

8422 Klon19  ---------c ---------- -c---g---- ---------- ---------- ---------- ---------- ------t--- -c-------- ---g------ 

 

 

 

Abb. 6.6. Alignment der 19 Klone des Patientenserums 8422 im Übergangsbereich NS2 / NS3. Als Referenzsequenz ist HCV-J angegeben. Die Nummern geben die Position der 

jeweils ersten Base einer Zeile nach HCV-J an. Striche zeigen Basen an, die identisch sind mit der Sequenz von HCV-J. Die Lage der endgültigen sense Primer für die lange PCR 

sowie der Beginn des NS3 Gens sind markiert. Mit dem Patientenserum 8769 wurde analog verfahren. 

8422-full-s1 8422-full-s2 



 

 

 

 

   9189 

8422 Klon1  aaactcactc caattccggc tgcgtcccag ttggacttgt ccggctggtt cgttgctggt tacagcgggg gagacatata tcacagcctg tctcatgccc 

8422 Klon2  ---------- ---------- c--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

8422 Klon3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

8422 Klon4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

8422 Klon5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

 

 

 

   9289 

8422 Klon1  gaccccgctg gttcatgtgg tgcctactcc tactttctgt aggggtaggc atctacctgc tccccaaccg atgaacg 

8422 Klon2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------- 

8422 Klon3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------- 

8422 Klon4  ---------- ------c--- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------- 

8422 Klon5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------- 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6.7. Alignment der 5 Klone des Patientenserums 8422 im Übergangsbereich NS5B / 3'NTR. Die Nummern geben die Position der jeweils ersten Base einer Zeile nach HCV-J 

an. Striche zeigen Basen an, die identisch sind mit der Sequenz des ersten Klons. Die Lage des endgültigen antisense Primers für die lange PCR sowie das Ende des NS5B Gens sind 

markiert. Mit dem Patientenserum 8769 wurde analog verfahren. 

Ende NS5B 

8422-full-a1 
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6.2. Lange PCR 

 

6.2.1. Entwicklung eines PCR Protokolls für die lange HCV 1b PCR 

 

Mit Hilfe der nun vorhandenen hochspezifischen Primer sollte jetzt eine Amplifikation 

des gesamten nicht-strukturellen Genomabschnittes von HCV 1b durchgeführt werden. 

Es gab jedoch keine in der Literatur verfügbaren Protokolle oder Anhalte für eine solche 

PCR. Die meisten Protokolle für sehr lange PCR basieren auf ?-Phagen DNA oder hu-

maner DNA als Template (22, 68, 113). Amplifikationen viraler RNA-Genomabschnitte 

dieser Länge waren bisher nur für einen anderen Vertreter der Flaviviridae beschrieben, 

wobei hier mit mehreren Teilstücken gearbeitet wurde, die später zusammengefügt 

wurden (3). Als Ausgangspunkt wurde das im Expand Long Template PCR System 

(Roche, Mannheim) vorgeschlagene Protokoll für ?-Phagen DNA benutzt. Hiermit zeig-

ten sich zunächst keinerlei Banden, so dass Modifikationen nötig waren. 

 

23130 bp
9461 bp
6557 bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp
 

Abb. 6.8. Elektrophorese des ersten Versuches einer langen HCV 1b NS3 – NS5B PCR nach Standard-

protokoll (Serum 8036). Es sind keine Banden zu erkennen. Als Marker wurde ? DNA/HindIII Marker 2 

(MBI Fermentas, St.Leon-Rot) verwandt. Es wurden – wie in allen folgenden Lang-PCR Elektrophoresen 

– jeweils 5 µl des Produktes aus PCR II aufgetragen. Die Elektrophorese wurde durchgeführt in 0,8 % 

Neeo Agarosegel bei 90 V über 90 Minuten. DNA Längenmarker und die Elektrophoreseparameter gelten 

ebenfalls für alle folgenden langen PCR. 
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Um sicherzugehen, dass die erstellten Primer auch funktionieren, wurde eine kurze PCR 

durchgeführt, bei der jeweils ein Primer der neu erstellte Lang-PCR Primer war und der 

andere ein bereits erprobter aus der Primererstellungsphase. Hierbei zeigten sich in der 

nested PCR klare Banden bei den zu erwartenden Längen. Interessanterweise waren die 

Banden jedoch nur in der jeweils zweiten (nested) PCR zu erkennen, dort dann aber 

auch – allerdings etwas schwächer – die längeren Amplifikate der ersten PCR (Abb. 

6.9). Zu erklären war dies dadurch, dass beim Übertragen des PCR Produkts der ersten 

PCR in den Ansatz der zweiten das gesamte Gemisch unaufgereinigt benutzt wird und 

somit Restmengen an Primern mit übertragen werden, die dann in der zweiten PCR zu 

einer weiteren Amplifikation führen. Dadurch war aber auch klar, dass die Technik der 

nested PCR in diesem Fall dringend notwendig war, um bei den sehr geringen Konzen-

trationen der Serum-Extrakte eine ausreichende Nukleinsäurekonzentration zu erzielen. 

Die erste Massnahme zur Optimierung des Protokolls war daher, die Konzentration der 

RNA Extrakte zu erhöhen, indem beim Extrahieren die doppelte Menge Serum (200 µl) 

eingesetzt und nur noch 30 statt 50 µl Wasser zum eluieren verwandt wurde. 

 
Als weitere Optimierung wurden die Hybridisierungstemperaturen dahingehend ange-

passt, dass sie jeweils ein Grad Celsius unterhalb der niedrigsten Schmelztemperatur der 

verwendeten Primer lagen, um unspezifische Bindungen zu minimieren. 

 

Um Modifikationen an der Zusammensetzung des Reaktionsgemisches kontrolliert vor-

nehmen zu können, wurden die Konzentrationen eines jeden Reagenz im Gemisch exakt 

festgelegt. Weiterhin wurde bei den PCR mit zwei sogenannten Mastermixes gearbeitet. 

Der erste enthielt alle Nukleinsäuren (Primer, Nukleotide und cDNA) und wurde auf Eis 

angesetzt, um unspezifische Bindungen zu minimieren. Der zweite enthielt alle restli-

chen Reagenzien und wurde bei Raumtemperatur angesetzt, um ein Ausfallen des Puf-

fers zu vermeiden. Beide Mastermixe wurden erst direkt vor dem Einsetzen in den 

Thermocycler zusammenpipettiert und gut durchmischt. 
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Abb. 6.9. PCR mit jeweils einem Lang-PCR Primer und einem Primer aus den Vorarbeiten. Sowohl im 

NS2/3 als auch im NS5B Bereich sind in den zweiten PCR je zwei Banden zu erkennen. Die längeren und 

schwächeren Banden entsprechen dem Amplifikat der äusseren PCR, die kürzeren und stärkeren dem der 

inneren (nested) PCR. Aufgrund der Tatsache, dass im NS5B Bereich nur eine semi-nested PCR durch-

führt wurde, ist das äussere Amplifikat nur wenig länger als das innere, im NS2/3 Bereich ist der Längen-

unterschied durch die weiter auseinander liegenden Primer der echten nested PCR deutlich grösser. 

 

Bei den Versuchen stellte sich jedoch bald heraus, dass eine solch lange PCR hochemp-

findlich auf Unterschiede in der Menge der eingesetzten Ausgangs-DNA reagierte. Ent-

scheidend war hierbei vor allem die Menge an cDNA, die aus der RT-Reaktion in die 

erste PCR überführt wurde. Bereits ein einziger Mikroliter (entsprechend wenigen Na-

nogramm DNA) mehr oder weniger konnte für den Erfolg oder Misserfolg der PCR 

verantwortlich sein. Ausserdem brachte eine semi-nested PCR keine Erfolge, so dass 

auf einen weiter aussen liegenden und glücklicherweise exakt passenden Primer aus den 

Vorversuchen zurückgegriffen wurde, um eine full-nested PCR durchführen zu können. 

Nachdem alle diese Faktoren berücksichtigt waren und auf an anderer Stelle liegende 

Primer zurückgegriffen wurde, gelang die erste lange PCR der gesamten nichtstrukturel-

len HCV 1b Gene (Tab. 6.3 und Abb. 6.10). 
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Vorinkubation    PCR I    PCR II   

1b-NS5B-a3 2 µl          

RNA Extrakt 3 µl   Mastermix 1    Mastermix 1   

(10 min bei 65°C)   20 mM Na-dNTP 5 µl   20 mM Na-dNTP 5 µl  

    8036-full-s1 1,5 µl   8036-full-s2 1,5 µl  

RT    1b-NS5B-a3 1,5 µl   8036-full-a1 1,5 µ  

Aqua RNAse frei 4 µl   RT (cDNA) variabel   PCR I 5 µl  

Expand RT Puffer 4 µl   Mit aqua auf 25 µl auffüllen   Mit aqua auf 25 µl auffüllen  

100 mM DTT 2 µl          

20 mM Na-dNTP 4 µl   Mastermix 2    Mastermix 2   

RNAse Inh. 40 U/µl 0,5 µl   
Expand  

PCR Puffer 3 
5 µl   

Expand  

PCR Puffer 3 
5 µl  

Expand RT 50 U/µl 1 µl   25 mM MgCl2 1,5 µl   25 mM MgCl2 1,5 µl  

RNA + Primer 5 µl   DMSO 1 µl   DMSO 1 µl  

Gesamtvolumen 20,5 µl   
Expand Polyme-

rase Mix 3,5 U/µl 
0,75 µl   

Expand Polyme-

rase Mix 3,5 U/µl 
0,75 µl  

(60 min bei 42 °C)   Mit aqua auf 25 µl auffüllen   Mit aqua auf 25 µl auffüllen  

           

    
Gesamtvolumen 

(MM1 + MM2) 
50 µl   

Gesamtvolumen 

(MM1 + MM2) 
50 µl  

           

    Cycler    Cycler   

    94 °C 2 min    94 °C 2 min   

    94 °C 10 sec    94 °C 10 sec   

    53 °C 30 sec    61 °C 30 sec   

    68 °C 6 min    68 °C 6 min   

    94 °C 10 sec    94 °C 10 sec   

    53 °C 30 sec    61 °C 30 sec   

    
68 °C 5 min + 

 je 20 sec 
   

68 °C 5 min + 

 je 20 sec 
  

    68 °C 7 min    68 °C 7 min   

Tab. 6.3. Protokoll der ersten funktionierenden langen PCR mit Patientenserum 8036. Näheres siehe 

Text. 

20 x 20 x 

10 x 10 x 
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Abb. 6.10. Lange PCR des Patientenserums 8036. Die PCR wurde aus frischen RNA Extrakten angefer-

tigt (200 µl Serum auf 30 µl Eluierungsvolumen). Die Reihen sind mit der Menge des Produktes, das 

jeweils aus der RT Reaktion in die PCR I überführt wurde und mit den verwendeten antisense Primern 

beschriftet. Als sense Primer kamen 8036-full-s1 (PCR I) und 8036-full-s2 (PCR II) zum Einsatz. Als 

inneren antisense Primer wurde 8036-full-a1 verwandt. Während bei der semi-nested PCR mit aus-

schliesslich 8036-full-a1 als antisense Primer keine Ergebnisse zustande kamen, war die full-nested PCR 

mit 1b-NS5B-a3 als äusserem antisense Primer erfolgreich, wobei auch die extreme Abhängigkeit von der 

eingesetzten cDNA Menge sichtbar wurde. Bei 2 µl Übertrag zeigt sich keine einzige Bande, bei 4 µl 

Übertrag sind bereits viele unspezifische Banden sichtbar, darunter auch eine schwache in der erwarteten 

Länge. Bei 6 µl Übertrag ist eine hochspezifische Bande mit grossen Mengen an DNA der erwarteten 

Länge (ca. 6000 bp) zu sehen, die jedoch mit 8 µl Übertrag bereits nicht mehr zu reproduzieren ist. 

 



Ergebnisse 

92 

6.2.2. Erstellung von Amplifikaten der nichtstrukturellen HCV 1b Gene von 

ausgewählten Patientenseren 

 

Aus der Serumbank wurden Serumproben von Patienten ausgewählt, deren Ansprechen 

auf eine Interferon-basierte Therapie klar definiert werden konnte entweder als dauer-

haftes virologisches Ansprechen (sustained Responder, SR), oder als fehlendes virologi-

sches  Ansprechen (Non-Responder, NR). Sustained Responder waren durch einen ne-

gativen HCV-RNA Nachweis im Serum sowohl am Ende der Therapie als auch der 

mindestens 24 wöchigen Nachbeobachtung definiert, Non-Responder durch einen wei-

terhin positiven HCV-RNA Nachweis unter der Behandlung und am Ende der Therapie. 

 

Nach diesen Vorgaben wurden die Seren mit den Nummern 3423, 8036, 8422, 8467, 

8757 und 8769 ausgewählt. Nach obigem Protokoll (Tab. 6.3) wurden dann lange PCR 

der jeweiligen Seren angefertigt. Erfolgreiche Amplifikationen gelangen jedoch nur aus 

den Seren 8036 (Abb. 6.10), 8422 (Abb. 6.11) und 8769 (Abb. 6.12). 
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Abb. 6.11. Erste erfolgreiche lange PCR aus dem Patientenserum 8422. Es wurden die Primer 8422-full-

s1 und 1b-NS5B-a3 für die äussere PCR (I) sowie 8422-full-s2 und 8422-full-a1 für die innere PCR (II) 

verwandt. 
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Abb. 6.12. Erste erfolgreiche lange PCR aus dem Patientenserum 8769. Auch hier ist wieder die starke 

Abhängigkeit von der Übertragenen cDNA Menge aus der RT Reaktion in die PCR I deutlich zu erken-

nen. 4 µl Übertrag liefert eine sehr gute Bande bei der erwarteten Länge, während bei 5 µl und mehr die 

Spezifität und Effizienz stark absinkt. Es wurden die Primer 8036-full-s1 und 1b-NS5B-a3 für die äussere 

PCR (I) sowie 8036-full-s2 und 8422-full-a1 für die innere PCR (II) verwandt. 

 

 

6.3. Erstellung der Konsensusklone 

 

6.3.1. Klonierung der Lang-PCR Produkte 

 

Die verbliebenen 45 µl der langen PCR Produkte, die in der mit Ethidiumbromid ge-

färbten Kontroll PCR die besten Banden geliefert hatten, wurden vollständig mittels 

einer mit Methylenblau gefärbten, Ethidiumbromid-freien Elektrophorese aufgereinigt, 

die entsprechenden Banden ausgeschnitten und die DNA extrahiert (siehe 5.4.1). An-

schliessend wurden die aufgereinigten Nukleinsäuren mit dem pCR XL-TOPO Klonie-

rungskit (Invitrogen, Groningen, Niederlande) in E. coli TOP10 Zellen transformiert. 

Um für spätere Versuche eine genügende Menge an Ausgangsmaterial zur Verfügung 

zu haben, wurden jeweils vier Klone gepickt und daraus Maxi Preps angefertigt. Zur 

Verifizierung des Klonierungserfolges wurden dann aus jedem Plasmid eine PCR ange-

fertigt. Durch die hohe Reinheit und Konzentration der Plasmid DNA war hierbei eine 

einfache non-nested PCR ausreichend (Abb. 6.13 und Abb. 6.14). 
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Abb. 6.13. Kontroll PCR von jeweils vier Klonen von 8036 und 8422 aus Plasmid DNA. Im Klon 8036-4 

scheint eine ca. 2000 Basen umfassende Deletion vorzuliegen. Der Klon wurde daraufhin verworfen und 

durch einen anderen, vollständigen ersetzt. 
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Abb. 6.14. Kontroll PCR von vier Klonen von 8769. Die Klone zeigen alle die erwartete Länge. 
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6.3.2. Sequenzierung der Klone und Erstellung der Konsensussequenzen 

 

Zur Erstellung der Konsensussequenzen mussten zunächst die vier Klone aus jedem 

Patientenserum vollständig sequenziert werden. Dazu wurden im Abstand von ca. 300 

Basenpaaren kurze Sequenzierprimer erstellt, so dass zwecks späterer Zusammenfügung 

mit einer sicheren Überlappung der erzeugten Sequenzen gerechnet werden konnte. Die 

Primer wurden dabei – genau wie bei der Erstellung der Vorprimer für die Lang-PCR – 

zunächst aus der Konsensussequenz der drei veröffentlichten HCV 1b Prototypen HCV 

J, HCV J4 und HCV con1 erstellt. Mit diesen Primern wurden dann die ersten Sequenz-

PCR durchgeführt. Lücken in den Sequenzen wurden später durch neue, aus erfolgrei-

chen Sequenzen erstellte und exakt passende Primer aufgefüllt. Teilstücke, die sich 

vermutlich aufgrund einer ungünstigen Sekundärstruktur des Nukleinsäurestranges an 

dieser Stelle auch nach mehreren Versuchen nicht sequenzieren liessen, konnten aus der 

anderen Leserichtung mit Hilfe eines antisense Sequenzierprimers gelesen werden. 

 

Nachdem die komplette Basensequenz aller Klone bekannt war, wurde sie zunächst in 

den Aminosäurecode übersetzt und daraus nach dem Alignment die Aminosäure-

Konsensussequenz erstellt. Abweichungen auf Nukleotidebene, die aufgrund der Dege-

neration des genetischen Codes keine Auswirkungen auf die Aminäureabfolge hatten, 

wurden nicht berücksichtigt. Der dritte Klon aus dem Patientenserum 8422 wurde als 

Ausgangsbasis für die Herstellung des Konsensusklones ausgewählt, da er die gering-

sten Abweichungen von der gewünschten Sequenz aufwies. Insgesamt mussten sieben 

Änderungen an der Aminosäuresequenz vorgenommen werden, um den Konsens aus 

den vier Einzelklonen zu erreichen. Dazu kam noch eine stumme Änderung auf Nukleo-

tidebene, um eine für die spätere Umklonierung in den pFK 1 Vektor wichtige Sca I 

Restriktionsenzymschnittstelle zu elimieren. Die einzufügenden Mutationen wurden als 

Mut1 bis Mut7  bzw. Sca bezeichnet. 

 

Die nötigen Änderungen wurden mittels der site-directed Mutagenese erzeugt. Nach 

jeder Mutagenese wurde das Produkt neu in TOP10 Zellen transfiziert und ein Miniprep 

angefertigt, aus welchem dann die nächste Mutagenese durchgeführt wurde. Nach Ab-

schluss aller Mutagenesen wurde dann der komplette Klon erneut sequenziert, um den 
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Erfolg der Mutagenese zu verifizieren. Dabei ergab sich das Problem, dass bei Mut5 

und Mut6 die Mutagenese zwar erfolgreich verlaufen war, also die gewünschte Basen-

änderung korrekt durchgeführt wurde, doch fanden sich bei der Kontrollsequenzierung 

ein zusätzlicher (Mut5P) bzw. sogar doppelt zusätzlicher (Mut6PP) Einbau der Mutage-

neseprimer. Da die Mutationen zusammen mit der Sca I Site jedoch günstig für eine 

Überlapp-PCR lagen, wurde entschieden, die Mutagenese nicht zu wiederholen, son-

dern die überschüssigen repetitiven Teilstücke per Überlapp-PCR und Umklonierung zu 

entfernen. Des weiteren war eine gänzlich neue Mutation aufgetreten, was durch die 

häufigen PCR nicht verwunderlich war. Auch diese Mutation wurde durch Umklonie-

rung eines Teilstückes eines Klons, der diese neue Mutation noch nicht enthielt, wieder 

entfernt. Das exakte Vorgehen für den Konsensusklon von Serum 8422 ist in 5.12 be-

schrieben. Mit den Klonen aus dem Serum mit der Nummer 8769 wurde analog verfah-

ren. Das Endprodukt dieser Arbeit ist in Abb. 6.15 dargestellt. 
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Abb. 6.15. Schematische Darstellung des in dieser Arbeit erzeugten pFK1-8422con Vektors. Der Vektor 

enthält den Konsensusklon 8422 mit den nichtstrukturellen Proteinen eines HCV 1b Non-Responders, mit 

vorgeschalteter EMCV-IRES und abschliessender 3' NTR, flankiert von T7/T3 Promotern. Der Klon ist 

in dieser Form bereit zur direkten Einbringung in Zellkultursysteme. Mit Hilfe des ebenfalls enthaltenen 

Neomycin-Resistenzgens (G418) können dabei replizierende Kulturen selektioniert werden. Die Schnitt-

stellen des Polyproteins zu den einzelnen nichtstrukturellen Proteinen sind sowohl in Basenpaaren (Bp) 

als auch in Aminosäurezählweise (AS) angegeben. Das Isolat des in dieser Arbeit parallel dazu erzeugten 

Vektors pFK1-8769con eines HCV 1b sustained Responders unterscheidet sich vom pFK1-8422con nur 

auf Basen- bzw. Aminosäuresequenzebene, die Vektorstruktur sowie die angebenen Schnittstellen sind 

identisch. Aus diesem Grund wird auf eine weitere Abbildung verzichtet. 



Diskussion 

97 

7. DISKUSSION 

 

 

7.1. Methodik 

 

7.1.1. Lange RT-PCR 

 

Bei der Erstellung der langen DNA Amplifikate aus extrahierter Virus RNA mittels 

langer RT PCR zeigte sich eine starke Abhängigkeit der Effizienz der PCR vom über-

tragenen Volumen an Produkt aus der Reverse Transkriptase Reaktion in die erste ne-

sted PCR. Die Ergebnisse waren reproduzierbar, jedoch nicht speziell im Hinblick auf 

die Menge des übertragenen cDNA Volumens. Ein zweiter Reaktionsansatz aus dem 

selben RNA Extrakt mit identischem Protokoll brachte zwar ebenfalls positive Banden, 

diese wurden jedoch nicht unbedingt mit dem selben Übertragsvolumen wie in der er-

sten Reaktion erzeugt. Der Grund hierfür liegt vermutlich im enger werdenden Tole-

ranzbereich des Systems bei steigender Länge des zu amplifizierenden DNA Abschnit-

tes. Während ein suboptimales Milieu bei einer kurzen PCR noch zu kaum merklichen 

Einbußen der Effizienz führt, so kann es bei langen Amplifikationen zum völligen Ver-

sagen der Reaktion führen (41). Kurze Fehlamplifikate können dabei die Primer binden 

und sie so aus dem Reaktionsgemisch entfernen, bis für die eigentlichen langen Ampli-

fikate nicht mehr genügend vorhanden sind. Dieser Mechanismus erklärt auch die oft 

auftretenden unspezifischen kurzen Banden in der Elektrophorese. Je mehr Parameter 

sich nicht im idealen Bereich befinden, desto grösser ist die Wahrscheinlichkeit für ei-

nen Misserfolg, und desto schwieriger ist es, den entscheidenden Faktor ausfindig zu 

machen. Um optimale Grundvoraussetzungen zu schaffen, wurden daher die Konzentra-

tionen aller eingesetzten Reagenzien exakt bestimmt und festgelegt. Es zeigte sich, dass 

die Hauptunsicherheit in der RT Reaktion lag, die widerum von der Konzentration der 

Virus RNA im Extrakt abhing. Diese variierte erheblich, sowohl aufgrund unterschied-

licher Viruslasten der Serumproben, als auch der schnellen Degradation der RNA wäh-

rend der Lagerung der Extrakte. Nicht zu unterschätzen sind sicher auch Pipettenunge-

nauigkeiten bei Volumina im Bereich von unter zwei Mikrolitern sowie Reagenzienre-

ste aus dem Extraktionsprozess. Tellier beschrieb in einer Studie ebenfalls die starke 
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Abhängigkeit der PCR von der RT-Reaktion (107), doch wurde in dieser Studie als 

Ausgangsmaterial ein Serumstock benutzt, dessen Titer exakt bekannt war. Dadurch 

liessen sich über Verdünnungsreihen die optimalen Konzentrationen finden, was hier 

aufgrund der immer anderen Virustiter nicht möglich war. Indirekt wurde diese Fehler-

quelle auch dadurch bestätigt, dass nachfolgende PCR aus Plasmiden, deren Konzentra-

tion und Reinheit ungleich höher waren, keinerlei Problem darstellten. Da eine genaue 

Quantifizierung der generierten cDNA mit hohem Aufwand verbunden gewesen wäre, 

wurden stattdessen mehrere Ansätze mit unterschiedlichen Übertragsvolumina herge-

stellt und die besten Banden ausgeschnitten. 

 

 

7.1.2. Sequenzierung 

 

Bei der Sequenzierung der Ausgangsklone für die Konsensussequenz kam es bei allen 

Isolaten an der gleichen Stelle zu einem abrupten Abbruch der Sequenz PCR. Es war 

trotz mehrerer unterschiedlicher Primer, die nach vorhergehenden Sequenzen exakt pas-

send erstellt wurden, nicht möglich, diese Stelle zu sequenzieren. Ein solches Vorkom-

men scheinbar unüberwindlicher Bereiche in der Sequenz PCR ist häufig durch DNA 

Abschnitte bedingt, die eine starke Sekundärstruktur ausbilden, welche von der Polyme-

rase nicht überwunden werden kann. Diese Sekundärstrukturen können sich prinzipiell 

an jeder Stelle des Nukleinsäurestranges ausbilden, jedoch treten sie gehäuft in Ab-

schnitten auf, die sehr reich (>65%) an Guanin und Cytosin sind. Dieses Problem ist 

bereits gut bekannt und in mehreren anderen Arbeiten beschrieben worden. Als Lö-

sungsvorschläge wurden einerseits eine forcierte Auffaltung der DNA durch hohe Kon-

zentrationen an DMSO genannt (23) oder ein Aufbrechen der Sekundärstrukturen durch 

Fragmentation der kritischen DNA Abschnitte in kurze Teilstücke und Sequenzierung 

dieser (71). In der vorliegenden Arbeit gelang es, die Abschnitte unter Einsatz eines 

reverse Primers ohne weitere Abänderung des PCR Protokolls problemlos zu lesen. Ein 

besonders hoher GC Gehalt stellte sich dabei nicht heraus, so dass der Grund für die 

starke Sekundärstrukturbildung nicht geklärt werden konnte. Interessanterweise bereite-

te besagter Abschnitt bei einer Nicht-Sequenz-PCR, wie beispielsweise der langen PCR, 

keinerlei Probleme. Daher kommt als Ursache die Temperatur während der Expansions-
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zyklen in Betracht, die bei der Sequenz-PCR 60°C, bei der Standard-PCR 72°C und bei 

der langen PCR 68°C betrug. Vermutlich reichte die niedrigere Temperatur der Sequenz 

PCR nicht aus, eine ausreichende Auffaltung der DNA aufrecht zu erhalten. Die reverse 

Sequenzierung mittels eines antisense Primers kann dabei trotzdem möglich sein, da der 

anticodogene Strang in denaturiertem Zustand nicht zwangsläufig die gleiche Struktur 

ausbilden muss wie der codogene Strang. 

 

 

7.1.3. Mutagenese 

 

Die Ursache der bei der site-directed Mutagenese aufgetretenen Primerdoppelungen, die 

letztendlich zum Umschwenken auf eine Überlapp-PCR zur Mutagenese führten, konnte 

nicht endgültig eruiert werden. Bei einer Durchsicht der Literatur zur site-directed Mu-

tagenese fand sich bislang keine Beschreibung dieses Problems. Auch beim Hersteller 

des Kits selbst waren solche Ergebnisse unbekannt. Als wahrscheinlichste Theorie 

kommt in Betracht, dass aufgrund der grossen Länge der Primer von bis zu 40 Basen-

paaren zwei Primer gleichzeitig am selben komplementären DNA-Strang binden konn-

ten, und zwar einer mit dem 3'-Ende, der andere mit dem 5'-Ende. Durch die proofrea-

ding-Aktivität der für die Reaktion verwandten Pfu Polymerase kam es dann vermutlich 

zu einer Reparatur des vermeintlichen „Strangbruches“, wodurch ein Schleife (Loop) 

aus zwei hintereinandergeschalteten Primersequenzen entstand (Abb. 7.1). Eine Verrin-

gerung der Primerkonzentrationen hätte hier eventuell Abhilfe schaffen können, wobei 

jedoch die ohnehin schon geringe Ausbeute der Mutagenesen sicher noch weiter gefal-

len wäre. Daher und mit Blick auf die Gesamtstrategie zur Umklonierung wurde in der 

vorliegenden Arbeit entschieden, die Loops mittels Überlapp-PCR und Umklonierung 

zu entfernen. 
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1. DNA-Abschnitt mit unerwünschter Mutation und Primerbindungsstelle1. DNA-Abschnitt mit unerwünschter Mutation und Primerbindungsstelle

2. Zwei identische Primer binden am selben codogenen Strang mit
unterschiedlichen Enden

2. Zwei identische Primer binden am selben codogenen Strang mit
unterschiedlichen Enden

3. Verknüpfung der Primerstränge durch die Proofreading Polymerase3. Verknüpfung der Primerstränge durch die Proofreading Polymerase

4. Im neu gebildeten Strang hat sich eine DNA Schlinge aus zwei repetitiven
Sequenzabschnitten gebildet, die den Mutageneseprimersequenzen entsprechen.
Die ursprüngliche Mutation wurde entfernt.

4. Im neu gebildeten Strang hat sich eine DNA Schlinge aus zwei repetitiven
Sequenzabschnitten gebildet, die den Mutageneseprimersequenzen entsprechen.
Die ursprüngliche Mutation wurde entfernt.

 

Abb. 7.1. Möglicher Mechanismus der Entstehung von DNA-Schleifen durch Primerdoppelungen bei der 
Mutagenese PCR 
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7.1.4. Umklonierung 

 

Umklonierungen haben im Vergleich zu anderen Techniken zum Einbau genetischen 

Materials in Plasmide den Vorteil, dass dabei die Vervielfältigung der DNA zwischen 

den einzelnen Schritten von den die Plasmide tragenden Zellen übernommen wird. Da-

durch geschieht die Amplifikation über zelleigene Polymerasesysteme, die auch effi-

ziente Korrekturmechanismen beinhalten. Die Rate an neu eingebauten Fehlern wäh-

rend der Amplifikationsschritte kann so minimiert werden. Bei einer Amplifikation über 

PCR, wie beispielsweise der Überlapp-PCR, ist die Fehlerrate erheblich höher. Aus die-

sem Grund wurde für die endgültige Erstellung des Konsensusklons wo immer möglich 

eine Umklonierung mittels Restriktionsenzymen vorgenommen. In einem Plasmid von 

etwa 10 kb Grösse kommen jedoch naturgemäss sehr viele Restriktionsenzymschnitt-

stellen vor. Dies machte es schwierig, geeignete Klonierungsstrategien zu entwerfen. 

Während die Primerdoppelungen noch recht nahe beeinander lagen und damit günstige 

Voraussetzungen zur Umklonierung gegeben waren, war die letztendliche Umklonie-

rung des gesamten Konsensusklons in den pFK1 Vektor deutlich schwieriger. Mehrere 

Strategien mit teils exotischen Restriktionsendonukleasen waren nötig, bevor die in 5.12 

angegebene Strategie den Erfolg brachte. 

 

 

7.2. Replikons 

 

7.2.1. HCV vermittelte Resistenzmechanismen 

 

Die antivirale Wirkung von Interferon a wird vermittelt über einen membranständigen 

Rezeptor (IFN-a/ß-Rezeptor), der seinerseits über Aktivierung der Januskinase 1 (Jak1) 

und Signaltransduktionsfaktoren und Aktivatoren der Transkription (STAT) zur Bil-

dung des interferonstimulierten Genfaktors 3 (ISGF3) sowie von interferonregulieren-

den Faktoren (IRF) führt. Diese induzieren dann die Expression Interferon-induzierter 

Gene durch Bindung an ein interferonstimuliertes regulatorisches Element (ISRE) (21, 

47). 
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Nach Untersuchungen, die hochsignifikante Unterschiede in den Ansprechraten ver-

schiedener HCV Subtypen auf eine Interferon-basierte Therapie zeigten (32, 40, 66) 

(siehe 1.3.2), liegt die Vermutung nahe, dass diese unterschiedliche Sensitivität gegen-

über Interferon (HCV 1 vs. HCV 2/3) zumindest teilweise genomisch kodiert ist und zu 

einer Beeinträchtigung des Interferon-Signaltransduktionsweges führt. Bereits 1995 

fanden Enomoto und seine Arbeitsgruppe signifikante Zusammenhänge zwischen dem 

Auftreten von Mutationen in einem bestimmten Bereich des NS5A Proteins und dem 

Therapieansprechen. Diese 40 Aminosäuren umfassende Region wurde „Interferon-

Sensitivität determinierende Region“ genannt (ISDR) (28, 29). Weiterführende Arbeiten 

identifizierten diese ISDR als Teil einer 66 Aminosäuren umfassenden, im carboxyter-

minalen Bereich des NS5A Proteins gelegenen Domäne, die als Bindungsstelle für eine 

Interferon-a-induzierte Doppelstrang-RNA-abhängige Proteinkinase (PKR) dient. 

Durch Bindung an dieser Domäne des viralen NS5A Proteins kommt es zu einer Hem-

mung der PKR, woraus eine verminderte zelluläre Proteinbiosynthese von Interferon-

stimulierten Peptiden resultiert (33, 34). Auch im Hüllprotein E2 existiert eine mit der 

PKR interagierende Domäne. Diese 12 Aminosäuren umfassende PKR/eIF2a-

Phosphorylierungs-Homologie-Domäne (PePHD) führt in vitro bei HCV-1a/b-Isolaten 

ebenfalls zu einer verminderten Proteinbiosythese, nicht jedoch bei HCV-2- oder 3-

Isolaten, was als eine Ursache der erhöhten Resistenz von Subtyp-1-Isolaten gegenüber 

Interferon vermutet wurde (97, 105, 106). Auch die NS3/4A-Serinprotease scheint bei 

der Sensibilität gegenüber Interferon eine Rolle zu spielen. Hier wurde eine Hemmung 

der Phosphorylierung des interferonregulierenden Faktors 3 (IRF3) mit konsekutiv ver-

minderter Expression Interferon-stimulierter Gene nachgewiesen (30). Andere Untersu-

chungen zu Regionen des HCV Genoms, bei denen versucht wurde, Korrelationen von 

Mutationen zum Therapieansprechen herzustellen, ergaben widersprüchliche Ergebnis-

se, die vermutlich auf regionalen Unterschiede zwischen amerikanischen, europäischen 

und japanischen Patienten zurückzuführen sind. 

 

Zu bemerken ist, dass all diese Untersuchungen an klinisch uncharakterisierten Isolaten 

durchgeführt wurden und somit keine Aussagen darüber getroffen werden können, in-

wiefern die unterschiedlichen Therapieansprechraten von sustained Respondern und 

Non-Respondern ein- und desselben HCV Subtyps mit den oben genannten Erkenntnis-
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sen zusammenhängen. Es stellt sich die Frage, ob bestimmte Mutationen innerhalb der 

Subtypen eine Vorhersage über den Therapieerfolg zulassen oder ob die Ursachen für 

Sensibilität oder Resistenz gegenüber einer Therapie überhaupt endgültig geklärt wer-

den können. Dazu sind klinisch charakterisierte Isolate gleicher Subtypgruppen sicher-

lich von grosser Hilfe. 

 

 

7.2.2. Replikonsysteme 

 

Mit der Entdeckung der Übertragbarkeit der Non-A-non-B-Hepatitis auf Schimpansen 

wurde 1978 erstmals die Möglichkeit geschaffen, das bis dato unbekannte infektiöse 

Agens in einem replizierenden in vivo System zu untersuchen (45, 103). Trotz vielerlei 

Problemen, wie des im Vergleich zum Menschen deutlich kürzeren und benigneren Ver-

laufs sowie den hohen Kosten und des Aufwands der Schimpansenhaltung, führte es 

schussendlich zur Isolation des Hepatitis C Virus (24). Nur sehr wenige andere Tierar-

ten lassen sich mit HCV infizieren, doch ist die Infektion nur in einem Bruchteil der 

Fälle überhaupt erfolgreich, und nach geglückter Infektion sind die Virustiter meist zu 

niedrig für eine effiziente Forschung. Daher sind Schimpansen auch heute noch unver-

zichtbar in der Erforschung und Erprobung von Impfstoffen, da sie die einzigen bekann-

ten Lebewesen neben dem Menschen sind, die ohne genetische Manipulation empfäng-

lich für eine Infektion mit HCV sind. Auch kommt es bei Schimpansen ähnlich wie 

beim Menschen in einem gewissen Prozentsatz zu einer Chronifizierung der Infektion 

mit schwankenden Virustitern ohne die Ausbildung einer suffizienten Immunantwort. 

Diese komplexe Reaktion des gesamten Organismus kann keine Zellkultur ersetzen. 

 

Mäuse, als weltweit mit grossem Abstand am häufigsten genutzte Labortiere, sind für 

eine Infektion mit HCV vollkommen unempfänglich. Es ist jedoch gelungen, transgene 

Mäuse zu züchten, die bestimmte HCV Proteine exprimieren. Die Ergebnisse sind wi-

dersprüchlich, weisen aber auf eine direkte Toxizität bestimmter HCV Proteine hin, 

insbesondere im Zusammenhang mit der Entwicklung eines hepatozellulären Karzi-

noms (57, 76). In neuerer Zeit ist es auch gelungen, Mäuse mit chimären humanen Le-

bern zu züchten, die eine stabile Infektion mit HCV erlauben (73). 
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Erste Zellkultursysteme nutzten primäre, ausdifferenzierte humane Hepatozyten als 

Wirtszellen. Diese haben jedoch den Nachteil der schlechten Verfügbarkeit und – weit 

wichtiger –  der begrenzten Lebensdauer. Die Entwicklung eines regulierbaren Systems 

in Osteosarkomzellen konnte diesen Nachteil eliminieren, doch war die Vergleichbar-

keit von Osteosarkomzellen zu Hepatozyten, die in vivo den Hauptreplikationsort des 

Hepatitis C Virus darstellen, fraglich. Das erste stabil replizierende Zellkulturmodell in 

humanen Hepatomzellen (Huh-7) umfasste, wie auch das in dieser Arbeit erstellte Re-

plikon, die nichtstrukturellen Gene eines HCV 1b Isolates, das allerdings nicht klinisch 

charakterisiert war (62). Von anderen plus-Strang RNA Viren, insbesondere Pestiviren, 

ist bekannt, dass die strukturellen Gene nicht für die RNA Replikation erforderlich sind 

(9). Der Vorteil eines Replikons der nichtstrukturellen Gene gegenüber einem – etwas 

später ebenfalls etablierten – full-length-Replikon inklusiver aller strukturellen Gene 

liegt darin, dass die Hüllproteine eine zytotoxische Komponente aufweisen, die eine 

längere Kultivierung oft behindert (84). Trotzdem stellt natürlich ein Replikon, welches 

das komplette Genom beinhaltet, ein den Umständen in vivo näher kommendes Modell 

dar. 

 

Alle Replikonsysteme in Huh-7 Zellen haben bislang das Problem, dass die initiale Re-

plikationseffizienz recht niedrig ist. Durch Einfügen adaptiver Mutationen konnte sie 

beträchtlich gesteigert werden (53, 61), doch wird dadurch die Infektiosität in vivo stark 

beeinträchtigt und damit die Übertragbarkeit auf klinische Aspekte fragwürdig. Interes-

santerweise wurden bei erfolgreichen Infektionen mit Isolaten, welche adaptive Muta-

tionen enthielten, nach wenigen Tagen sogar eine spontane Rückmutation zur ursprüng-

lichen Sequenz beobachtet (19). 

 

 

7.2.3. Konsensussequenzen klinisch charakterisierter Isolate 

 

Wie bereits erwähnt, existierten bislang zwar stabil und regulierbar replizierende Zell-

kulturmodelle des Hepatitis C Virus, doch war ihr Nutzen hauptsächlich auf präklini-

sche Grundlagenforschung beschränkt. Durch die in dieser Arbeit generierten Replikon-

systeme stehen nun klinisch klar definierte Zellkulturmodelle zur Verfügung, anhand 
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derer auch direkte Rückschlüsse auf das klinische Verhalten der Viren möglich sein 

sollten. Signifikant unterschiedliche Ansprechraten bei identischer Therapie sind mit 

hoher Wahrscheinlichkeit auf Mutationen im viralen Erbgut zurückzuführen, die das 

Virus zu unterschiedlicher Resistenz gegenüber einer antiviralen Therapie befähigen. 

Durch replikative Zellkulturmodelle aus dem Serum von Patienten mit bekanntem The-

rapie-Ansprechverhalten unter Studienbedingungen kann nun gezielt nach diesen Unter-

schieden gesucht werden. Wie in 7.2.1 dargelegt, wurden in vorhergehenden Untersu-

chungen bereits Hinweise auf Mutationen in bestimmten Regionen gefunden, die mit 

der Sensitivität des Virus gegenüber einer Interferon basierten Therapie korrelieren. 

Jedoch ist zu beachten, dass diese Untersuchungen nicht auf Konsensussequenzen ba-

sierten, sondern auf Sequenzen, die direkt aus Patientenserum extrahierter Virus RNA 

erstellt wurden. Auch wurde keine Lang-PCR mittels einer proofreading Polymerase 

durchgeführt, sondern viele kurze, sich überlappende herkömmliche PCR mit einer Taq 

Polymerase, was die Gefahr von artifiziellen Amplifikationsmutationen birgt. 

 

Jedoch ist auch bei den in dieser Arbeit neu generierten, definierten Replikons zu beach-

ten, dass sie niemals exakt der im Patienten zirkulierenden Population an Viruspartikeln 

entsprechen können. Wie bereits erwähnt, besteht durch die hohe Mutationsrate des 

Hepatitis C Virus in vivo niemals eine Infektion mit einer Reinkultur an genetisch iden-

tischen Erregern, sondern es bildet sich eine Population aus Quasispezies (67, 80, 100, 

120). Eine Quasispezies entsteht durch kleine, zufällige Mutationen im Erbgut, die nicht 

stark genug sind, eine eigene Spezies zu definieren, jedoch sehr unterschiedliche Aus-

wirkungen haben können. So sind die meisten Mutationen selbstlimitierend, da sie 

wichtige Schlüsselenzyme verändern und eine weitere Replikation des Virus unmöglich 

machen. Andere jedoch können evolutionäre Vorteile im Sinne von Resistenzen bedeu-

ten. Durch die Immunreaktion des Patienten, die meist nicht stark genug ist, das Virus 

komplett zu eliminieren, entsteht ein natürlicher Selektionsdruck, der die Chronifizie-

rung der Infektion begünstigt. Unter antiviraler Therapie erhöht sich dieser Selektions-

druck noch und bedingt eine weitere Drift der Quasispeziespopulation (118). 

 

Aus diesem Grund muss für die Herstellung von Replikonsystemen auf Konsensusklone 

zurückgegriffen werden. Ob solch eine „Durchschnittssequenz“ der häufigsten Quasi-
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spezies tatsächlich auch einen Durchschnitt der Haupteigenschaften – insbesondere des 

Ansprechverhaltens auf eine antivirale Therapie – darstellt, ist nicht geklärt. Dagegen 

spricht, dass bereits einzelne Punktmutationen eine Veränderung des Translations-

verhaltens und / oder des posttranslationellen Processings bewirken können. Ausserdem 

wären für eine statistisch gesicherte Konsensussequenz eine extrem hohe Anzahl an 

Einzelklonen als Ausgangssequenzen vonnöten, was aus rein technischen Gründen bis-

lang unmöglich erscheint. Die in dieser Arbeit zugrundeliegenden vier Einzelklone, aus 

denen der Konsens erstellt wurde, müssen daher als Kompromiss gesehen werden. Ei-

nerseits sollte verhindert werden, zufällig eine eher seltene, womöglich sogar defiziente 

Quasispezies als Ausgangssequenz herzunehmen, andererseits sollte der Aufwand ver-

tretbar bleiben. Hinzu kommt, dass die Replikationseffizienz der bislang verfügbaren 

Replikons sehr niedrig war und sich erst durch adaptive Mutationen steigern liess (7, 59, 

61). Diese Adaptierungen an die Wirtszellen sind ebenfalls kritisch zu betrachten, da 

dadurch die letztendlich replizierenden Sequenzen des Virusgenoms nicht mehr der 

Konsensussequenz entsprechen. Ob diese Adaptationsmutationen in den in dieser Arbeit 

erstellten Klonen ebenfalls nötig sein werden, bleibt zunächst abzuwarten. Ein grosser 

Vorteil der Konsensussequenz ist auch, dass zufällige, während der Amplifikation der 

DNA aufgetretene Mutationen mit hoher Wahrscheinlichkeit vom Konsens ausge-

schlossen werden. 

 

Als Ausgangsmaterial zur Erstellung der Replikons wurden Serumproben herangezo-

gen, die vor Beginn der Therapie asserviert wurden, um die ursprünglichen Unterschie-

de der Isolate von sustained Respondern zu Non-Respondern zu erfassen. Unter Interfe-

ron-basierter Therapie aufgetretene adaptive Mutationen, die zu einem veränderten An-

sprechen auf die Therapie geführt haben, sind daher nicht nachweisbar. Da solche adap-

tiven Mutationen theoretisch rein zufällig in jedem Isolat enstehen können, kann es 

durchaus sein, dass trotz klinischer Charakterisierung kein Unterschied in den Repli-

kons bezüglich ihrer Interferon-Sensitivität nachweisbar ist, da diese Unterschiede zum 

Zeitpunkt der Extraktion aus dem Serum noch gar nicht vorhanden waren. Andererseits 

muss ebenfalls die Möglichkeit bedacht werden, dass während der Amplifikationsschrit-

te, die vor der ersten kompletten Sequenzierung durchgeführt wurden, solche Mutatio-

nen zufällig entstanden oder auch ausgelöscht worden sein können. Auch ein langes 
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Bestehen eines Replikons in Zellkultur führt trotz der zelleigenen Reparaturmechanis-

men  mit der Zeit zu Mutationen des Replikons. Kato et al. konnten zeigen, dass die 

Mutationsrate eines HCV Replikons in Huh-7 Zellen 3·10-3 pro Jahr beträgt (50). Dabei 

lassen sich zwar dynamische Anpassungsprozesse gut beobachten, doch eine Untersu-

chung der Ausgangssituation wird dadurch erschwert. 

 

Trotzdem stellen die hier generierten Replikons erstmalig eine Möglichkeit dar, in vitro 

nach Ursachen für ein unterschiedliches Therapieansprechen einer HCV 1b Infektion 

bei identischem Therapieregime zu forschen und damit eventuell neue Ansätze in der 

Therapie zu finden. Mit der Generierung weiterer definierter Zellkultursysteme anderer 

Hepatitis C Genotypen wird es dann auch möglich werden, nach den Gründen für das 

generell sehr unterschiedliche Verhalten der Genotypen untereinander bei antiviraler 

Therapie zu suchen. Foy et al. konnten mit Hilfe eines (nicht klinisch charakterisierten) 

Zellkultursystems zeigen, dass virale Proteine direkt in die zelleigene antivirale Signal-

kaskade eingreifen und so eine Interferonresistenz erzeugen können (30). Diese Mecha-

nismen an Isolaten von sustained Respondern und Non-Respondern zu untersuchen, 

könnte eventuell entscheidende Unterschiede zutage fördern. 

 

Darüber hinaus können klinisch charakterisierte Isolate von grossem Nutzen sein bei der 

Untersuchung von Fragestellungen hinsichtlich weiterer vermutlich virusbedingter Ver-

änderungen, wie zum Beispiel der Kryoglobulinämie oder anderer HCV-assoziierter 

Autoimmunerkrankungen (94). Auch Untersuchungen zur Replikationseffizienz und 

Viruskinetik vor sowie unter Therapie könnten im Vergleich sustained Responder / 

Non-Responder neue Aufschlüsse geben. 

 

Unabhängig von der Forschung zur Interferonwirkung und –resistenzmechanismen bie-

ten definierte Zellkulturmodelle auch einen grossen Vorteil bei der Erprobung anderer, 

direkt antiviral wirksamer Substanzen. Durch die einfache Handhabung von Zellkutur-

modellen können erstmals Grossversuchsreihen zur Findung von neuen Virustatika ge-

gen das Hepatitis C Virus durchgeführt werden, die vormals nur an aufwändigen Tier-

modellen oder an nicht-HCV-Zellkulturmodellen (mit zweifelhafter Übertragbarkeit) 

vorgenommen werden konnten. 
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8. ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY 

 

 

8.1. Zusammenfassung 

 

Das Hepatitis C Virus (HCV) ist Auslöser einer oftmals chronisch verlaufenden Leber-

entzündung mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer Leberzirrhose und 

deren Folgen. Die weltweite Prävalenz der Hepatitis C beträgt ca. 3%; allein in 

Deutschland treten jährlich mehr als 5000 Neuinfektionen auf.  Das HCV lässt sich auf-

grund phylogenetischer Untersuchungen in mindestens 6 Genotypen und jeweils mehre-

re Subtypen einteilen, wobei der HCV Subtyp 1b in Europa am häufigsten vorkommt. 

Die Hepatitis C Forschung wurde lange Zeit durch das Fehlen eines geeigneten Zellkul-

turmodells erschwert. Mit der Etablierung eines stabil replizierenden Zellkulturmodells 

in humanen Hepatomazellen 1999 durch Lohmann et al. wurden erstmals molekularbio-

logische Untersuchungen in grossem Umfang möglich. Die seither existierenden Zell-

kulturmodelle haben jedoch den Nachteil, dass nicht definiert ist, wie sich das Isolat, 

aus dem das Replikon geschaffen wurde, klinisch verhält. Unter einer Interferon-

basierten Therapie sprechen manche Patienten mit einer dauerhaften Negativierung der 

HCV RNA Konzentration an (sustained responder, SR), während bei anderen sowohl 

während als auch nach Therapieende weiterhin HCV RNA im Blut nachweisbar ist 

(non-responder, NR), obwohl beide Patienten mit demselben Subtyp von HCV infiziert 

sind und dieselbe Therapie erhalten. Die Ursachen für dieses unterschiedliche Therapie-

ansprechen sind basierend auf Mutationsstudien von HCV Isolaten von Patienten mit 

unterschiedlichem Therapieansprechen zumindest teilweise genomisch bedingt. Daher 

wurden in der vorliegenden Arbeit zwei Konsensusklone zur Einbringung in ein replika-

tives Zellkulturmodell aus HCV Subtyp 1b Isolaten geschaffen, deren klinisches Ver-

halten unter Therapie klar charakterisiert ist. Dazu wurde Serum von je einem Patienten 

herangezogen, der unter definierten Studienbedingungen als SR oder NR bekannt war. 

Aus den Sera wurde die Virus-RNA extrahiert und mit Hilfe eines eigens dafür entwik-

kelten RT-PCR-Protokolls und anschließender Klonierung in E. coli vervielfältigt. Um 

zufällige Mutationen und seltene Quasispezies auszuschließen, wurde dann nach voll-

ständiger Sequenzierung von jeweils vier Einzelklonen mittels gezielter Mutagenese 
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und Umklonierung eine Konsensussequenz geschaffen, die einen Durchschnitt der am 

häufigsten vorkommenden Quasispezies darstellt. Diese Konsensusklone wurden in 

einen Vektor zur Herstellung von RNA Transkripten eingefügt, so dass die Transkripte 

direkt zur Einbringung als Replikons in Zellkulturen genutzt werden können. Mit diesen 

klinisch charakterisierten Isolaten kann nun erstmals nach Unterschieden geforscht wer-

den, die ursächlich für Therapieerfolg oder –misserfolg sein könnten. So können even-

tuell neue Therapieformen gefunden oder bereits vor Beginn einer Therapie eine Aussa-

ge zur Prognose getroffen werden. 

 

 

8.2. Summary 

 

Hepatitis C virus (HCV) infection is one of the major causes of chronic liver disease, 

leading to liver cirrhosis and its sequelae. Worldwide the prevalence of positive HCV 

antibodies is approximately 3%. In Germany more than 5,000 new HCV infections per 

year are recorded. By phylogenetic sequence analyses HCV isolates can be divided into 

at least six genotypes and multiple subtypes. In Europe, HCV subtype 1b is most preva-

lent. Molecular and pharmacological studies on hepatitis C virus have been hampered 

for many years due to the lack of an efficient cell culture model. In 1999 a stable repli-

cating cell culture model based on a human hepatoma cell line was established by Loh-

mann et al. However, all different HCV isolates for replication in this replicating cell 

culture model lack information about epidemiological, virological and therapeutic fea-

tures of the patients they were originally isolated from. Interferon alpha-based therapy 

in some patients is leading to sustained virologic response (SR) with undetectable HCV 

RNA at the end of treatment and during follow up, while in other patients HCV RNA 

remains detectable in blood during and after treatment (non responders, NR), although 

patients are infected with the same HCV subtype and received the identical treatment 

schedules. Based on mutational analyses of HCV isolates of patients with and without 

virologic response to interferon-based therapies these differences are at least in part  

explained by HCV genomic mutations. Therefore in the present study, two clinical 

characterized HCV subtype 1b consensus clones where produced for cell culture repli-

cation. Pre-treatment serum samples of patients known as SR or NR where used to ex-
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tract viral RNA for amplification by a newly established special long-RT-PCR protocol. 

Four single clones were respectively selected and fully sequenced. To eliminate the risk 

of random mutations and potentially replicational deficient isolates of HCV quasispe-

cies, a consensus sequence was generated using site-directed mutagenesis and different 

cloning procedures. Consensus clones of NR and SR isolates where then introduced into 

a special vector for production of RNA transcripts and transfection to human hepatoma 

cells. With these clinical characterized HCV consensus isolates it is possible for the first 

time to investigate genomic differences causing treatment response or non response in 

vitro. On the basis of observed differences between interferon-sensitive and -resistant 

HCV isolates new antiviral therapies may be observed and a more refined prediction of 

treatment response before initiation of therapy may be possible. 
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