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ABSTRACT 

         

        Response or non-response of hepatitis C virus (HCV) infection to interferon-

alpha (IFN-) based therapy has been documented to be associated with both host and          

viral factors, including the genotypes of HCV.  Mutations in several genomic regions 

of HCV have been implicated in influencing the response to IFN treatment.  The 

present study investigated the correlation between amino acid (aa) mutations in the 

core and non-structural protein 5A (NS5A) regions of HCV genotypes 1a, 1b, 3a, 3b, 

and 6f and clinical outcome in HCV-infected patients who were treated with 

pegylated IFN-α (Peg-IFN-α) and ribavirin (RBV).  The full-length core and NS5A 

genes of HCV were amplified from patient’s sera by using nested reverse-

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and then the PCR products were 

sequenced by direct DNA sequencing method.  The nucleotide sequences were 

translated into aa sequences and were compared with the corresponding reference 

sequences of each genotype.  Analysis of the core protein in pretreatment sera 

revealed a highly conserved sequences among HCV genotypes (1a, 1b, 3a, and 3b) 

and no significant difference between the sequences of the viruses from responders, 
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non-responders, and relapsers, with the exception of HCV-6f where the mean number 

of mutations in the core was significantly higher in the viruses obtained from 

responders compared to treatment failure group (non-responders and relapsers) with 

P-value of 0.023.  Analysis of NS5A revealed that the number of aa mutations in full-

length NS5A, C-terminus, IFN- sensitivity determining region (ISDR), variable 

region 3 (V3), and V3 plus flanking region of HCV-1b and RNA-activated protein 

kinase binding domain (PKRBD) of HCV-6f were significantly higher in responders 

than in the treatment failure group (P=0.010, 0.031, 0.046, 0.020, 0.006, and 0.022, 

respectively).  Moreover, specific aa substitutions in NS5A appeared to be 

significantly associated with the treatment failure group were observed at positions 78 

and 305 for HCV-1b (P=0.028), 64 for HCV-1a (P=0.033), and 52 for HCV-6f 

(P=0.045).  All together, the data imply that aa mutations in NS5A protein correlate 

with the response to Peg-IFN-α and RBV treatment and these mutations might be a 

predictive value for the clinical outcome.  Analysis of aa variations before and after 

Peg-IFN-α and RBV treatment in the core and NS5A proteins of HCV isolated from 

non-responders and relapsers revealed that aa sequences in the core, ISDR, PKRBD, 

and V3 of NS5A before treatment were highly conserved and very similar to those of 

the viruses after treatment.  However, when comparing the sequences of the viruses 

from relapsers to those from non-responders, it was found that the number of 

mutations in full-length NS5A, particularly at N-terminus from relapsers were 

significantly greater than those from non-responders, P=0.046 and 0.017, 

respectively.   

        Study of effects of NS5A proteins on IFN-α induced Jak-STAT signaling 

pathway was done by using both NS5A expressing plasmids and NS5A recombinant 

viruses.  In order to express NS5A protein in cell cultures, a mammalian expression 

vector, pCAGGS-V5/His, was generated and used to construct a recombinant plasmid 

encoding the HCV NS5A of genotypes 1a, 1b, 3a, and 3b.  Expression of NS5A was 

performed by transfecting the recombinant plasmid DNAs into Huh7.5.1 cells and the 

viral protein products were detected by Western blot analysis using both anti-V5 and 

anti-NS5A monoclonal antibodies.  The effects of NS5A protein on the IFN signaling 

were investigated in the presence of IFN-α treatment.  Whole cell lysates were 

harvested to measure relative luciferase activity and to perform Western blot analysis 
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and immunoprecipitation (IP) assay, and mRNAs were collected for performing real 

time PCR in order to examine expression levels of interferon-stimulated genes (ISGs).  

The results showed that the expressed NS5A proteins of HCV genotypes 1a, 1b, 3a, 

and 3b significantly inhibited IFN-induced ISRE promoter activity, STAT1 

phosphorylation (P-STAT1) levels, and ISG expression.  In addition, NS5A proteins 

of genotypes 1a and 1b had stronger inhibitory effects against IFN than those of 

genotypes 3a and 3b.  IP assay demonstrated that NS5A proteins of genotype 1 

exhibited stronger binding to STAT1 than those of genotype 3.  Domain mapping 

study revealed, for the first time, that the C-terminal NS5A conferred these inhibitory 

effects on IFN signaling through binding to STAT1 protein.  Further experiments 

were performed using NS5A/JFH1 recombinant virus replication model in which 

complete NS5A in J6/JFH1 virus was replaced with NS5A of genotype 1a or 3a to 

generate infectious recombinant viruses H77 (1a NS5A-J6/JFH1) and S52 (3a NS5A-

J6/JFH1), respectively.  Huh7.5.1 cells were infected with recombinant viruses and 

the inhibitory effects of NS5A on IFN signaling were examined. The results 

demonstrated that H77 recombinant virus conferred more resistance to IFN treatment 

than S52 through stronger reduction of IFN-induced ISRE signaling, P-STAT1 levels, 

and ISG expression.  These findings lead us to propose a model in which HCV 

mediates its antagonistic effects on IFN treatment through C-terminal NS5A binding 

to STAT1 which results in the reduction of ISRE promoter activity, P-STAT1, and 

ISG expression, and therefore, leads to inhibition of IFN activity. 

        In conclusion, this study provides a clue for better understanding of the role of aa 

mutations in the core and NS5A proteins of HCV genotypes 1a, 1b, 3a, 3b, and 6f in 

responding or non-responding to Peg-IFN-α and RBV therapy and provides a new 

insights into the mechanisms by which NS5A protein from different genotypes 

influence IFN signaling. These observations may account for genotype-related 

differences in the response of HCV to IFN and RBV treatment. 
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บทคดัย่อ 
 

        การตอบสนองหรือไม่ตอบสนองต่อการรักษาดว้ยอินเตอร์เฟียรอน (IFN) ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ
ซีมีปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งทั้งจากตวัผูป่้วยเองและจากเช้ือไวรัสซ่ึงรวมไปถึงจีโนไทปยข์องเช้ือไวรัสดว้ย การ
กลายพนัธ์ุภายในยโีนมของเช้ือไวรัสก็เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการตอบสนองต่อการรักษาดว้ย IFN 
การศึกษาน้ีไดว้เิคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหวา่งการกลายพนัธ์ุภายในยนี core และ NS5A ของเช้ือ
ไวรัสตบัอกัเสบซีจีโนไทปยต่์างๆ ไดแ้ก่ 1a, 1b, 3a, 3b และ 6f กบัผลการรักษาผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบั
อกัเสบซีดว้ย pegylated interferon-alpha (Peg-IFN-α) ร่วมกบัยาไรบาไวริน (RBV) โดยท าการเพิ่ม
ปริมาณยนี core และ NS5A ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีท่ีอยูใ่นซีร่ัมของผูป่้วยโดยวธีิ nested RT-PCR 
และท าการถอดรหสัพนัธุกรรมของยนีโดยวธีิ  direct DNA sequencing แลว้น ารหสัพนัธุกรรมท่ีไดไ้ป
แปลรหสัเป็นล าดบักรดอะมิโน แลว้เปรียบเทียบกบัล าดบักรดอะมิโนของเช้ืออา้งอิงท่ีอยูใ่นจีโนไทปย์
เดียวกนั  จากการวิเคราะห์พบวา่ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน core ของเช้ือท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยก่อนท า
การรักษาดว้ยยามีความคงตวัสูงมากและค่อนขา้งเหมือนกนัในหลายๆ จีโนไทปย ์ไดแ้ก่ 1a, 1b, 3a และ 
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3b และไม่พบความแตกต่างของไวรัสในผูป่้วยท่ีตอบสนอง (responders) ผูป่้วยท่ีไม่ตอบสนอง (non-
responders) และผูป่้วยท่ีมีการกลบัเป็นซ ้ า (relapsers) ยกเวน้ในจีโนไทปย ์ 6f  ท่ีพบวา่การกลายพนัธ์ุ
ของกรดอะมิโนของไวรัสในผูป่้วย responders มีจ  านวนมากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัไวรัสในผูป่้วยกลุ่ม
ท่ีลม้เหลวในการรักษา (treatment failure) ซ่ึงไดแ้ก่ผูป่้วยกลุ่ม non-responders และ relapsers อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P=0.023)  จากการวิเคราะห์โปรตีน NS5A พบวา่การกลายพนัธ์ุของกรดอะมิโนใน
หลายๆบริเวณ ไ      full-length, C-terminus, ISDR, V3, and V3 plus flanking region ของไวรัสตบั
อกัเสบซีจีโนไทปย ์1b และ PKRBD ของจีโนไทปย ์ 6f ในผูป่้วย responders มีจ านวนสูงกวา่ในผูป่้วย
กลุ่ม treatment failure อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P=0.010, 0.031, 0.046, 0.020, 0.006, และ 0.022 
ตามล าดบั) นอกจากน้ียงัพบวา่การกลายพนัธ์ุของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่งจ าเพาะในโปรตีน NS5A ไดแ้ก่ 
กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 78 และ 305 ของจีโนไทปย ์1b กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 64 ของจีโนไทปย ์1a  ละ
กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 52 ของจีโนไทปย ์ 6f ของไวรัสตบัอกัเสบซีในผูป่้วยกลุ่ม treatment failure มี
ความสัมพนัธ์กบัผลการรักษาอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P=0.028, 0.028, 0.033, และ 0.045 ตามล าดบั)  
โดยสรุปขอ้มูลแสดงใหเ้ห็นวา่ การเกิดการกลายพนัธ์ุของกรดอะมิโนของโปรตีน NS5A มี
ความสัมพนัธ์กบัการตอบสนองต่อการรักษาดว้ย Peg-IFN-α และยา RBV และอาจจะใชเ้ป็นค่าท่ีใชใ้น
การท านายผลการตอบสนองการรักษาล่วงหนา้ได ้  การศึกษาเปรียบเทียบการกลายพนัธ์ุของกรดอะมิ
โนทั้งก่อนและหลงัการรักษาดว้ย Peg-IFN-α และยา RBV  ของไวรัสในผูป่้วย non-responders และ 
relapsers พบวา่ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน core และบริเวณ ISDR, PKRBD, V3 ของโปรตีน NS5A 
มีความคงตวัสูงมากและค่อนขา้งเหมือนกนัทั้งก่อนและหลงัการรักษา อยา่งไรก็ตามพบวา่การกลาย
พนัธ์ุของกรดอะมิโนของโปรตีน NS5A โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในบริเวณปลาย N-terminus ในผูป่้วย 
relapsers มีจ านวนมากกวา่ในผูป่้วย non-responders อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P=0.046 และ 0.017 
ตามล าดบั)    
        การศึกษาน้ียงัไดท้  าการวเิคราะห์ผลของโปรตีน NS5A    การส่งสัญญาณอินเตอร์เฟียรอนท่ี
กระตุน้ผา่นทางวถีิ Jak/STAT (IFN-α induced Jak/STAT signaling pathway) โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ี
แสดงออกจากพลาสมิดและจากไวรัสลูกผสม  เพื่อใหมี้การแสดงออกของโปรตีน NS5A ในเซลล์
เพาะเล้ียง จึงไดมี้การสร้างพลาสมิดลูกผสมซ่ึงก าหนดการสร้างโปรตีน NS5A ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ
ซีจีโนไทปย ์1a, 1b, 3a และ 3b โดยอาศยั pCAGGS-V5/His ซ่ึงเป็นเวคเตอร์ท่ีสามารถสร้างโปรตีนใน
เซลลเ์พาะเล้ียง Huh7.5.1  เม่ือไดพ้ลาสมิดท่ีมียนีท่ีก าหนดการสร้างโปรตีน NS5A แลว้จึงน าพลาสมิด
นั้น transfect เขา้สู่เซลล ์ Huh7.5.1 และตรวจสอบโปรตีนท่ีแสดงออกโดยวธีิ Western blotting โดยใช้
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แอนติบอดีท่ีจ าเพาะในการตรวจหา จากนั้นจึงดูผลของโปรตีน NS5A ต่อ IFN signaling ในสภาวะท่ี
เซลลถู์กกระตุน้ดว้ย IFN-α โดยเก็บเอาโปรตีนภายในเซลลม์าวดัปริมาณโปรตีนท่ีจ าเพาะท่ีเกิดจากการ
กระตุน้ของ IFN-α โดยวธีิ relative luciferase activity, Western blotting และ immunoprecipitaion (IP) 
และเก็บ mRNA เพื่อวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนีท่ีถูกกระตุน้โดย IFN (ISGs) โดยใชเ้ทคนิค 
real time PCR ผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่การแสดงออกของโปรตีน NS5A         ตบัอกัเสบซีจีโน
ไทปย ์ 1a, 1b, 3a  ละ 3b สามารถยบัย ั้งการท างานของ IFN ท่ีไปกระตุน้ ISRE promoter activity, 
STAT1 phosphorylation (P-STAT1)  ละ า            ISGs อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และพบวา่
โปรตีน NS5A ของไวรัสจีโนไทปย ์ 1 สามารถยบัย ั้ง IFN ไดดี้กวา่จีโนไทปย ์ 3   จากการศึกษาโดยใช้
เทคนิค IP พบวา่โปรตีน NS5A  า า    บ     บ       STAT1 โดยท่ีจีโนไทปย ์     บ  บ S A 1 
        าจีโนไทปย ์ 3   รายงานน้ีนบัเป็นรายงานแรกท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่บริเวณปลาย C-terminus ของ
โปรตีน NS5A เป็นส่วนท่ีท าหนา้ท่ีในการยบัย ั้งการท างานของ IFN โดยเป็นบริเวณท่ีไปจบักบัโปรตีน 
STAT1  นอกจากน้ีการศึกษาน้ียงัไดศึ้กษาบทบาทของโปรตีน NS5A ท่ีแสดงออกจากเช้ือ     โดยใช้
ไวรัสลูกผสม H77  ละ S52 ซ่ึงไวรัสลูกผสมน้ีมีตน้แบบเป็นไวรัสตบัอกัเสบซี J6/JFH1 ซ่ึงโปรตีน 
NS5A ของไวรัสน้ีไดถู้กตดัต่อและแทนท่ีดว้ย NS5A    จีโนไทปย ์ 1a หรือ 3a  พ   สร้าง
         ล        มีการแสดงออกของโปรตีน NS5A ของจีโนไทปย ์ 1a (H77; 1a NS5A-J6/JFH1) 
หรือ 3a (S52; 3a NS5A-J6/JFH1) ตามล าดบั  จากนั้นไวรัสลูกผสมน้ีไดถู้กน าพาเขา้สู่เซลล ์Huh7.5.1 
และดูผลต่อการยบัย ั้งการท างานของ IFN  ผลการศึกษาพบวา่ไวรัส H77 มีความสามารถในการยบัย ั้ง 
I N s   a             าไวรัส S52 โดยดูจากการลดลงของ ISRE promoter activity, P-STAT1 
 ละ า            ISGs  การศึกษาน้ีไดเ้สนอโมเดลวา่เช้ือไวรัสตบัอกัเสบซียบัย ั้งการท างานของ 
IFN โดยอาศยัการจบักนัระหวา่งปลาย  -       s           NS5A ของไวรัสกบั STAT1 ซ่ึงส่งผล
ท าใหไ้ปลดระดบัของ ISRE promoter activity, P-STAT1 และ า            ISGs ดงันั้นจึงส่งผล
ใหมี้การยบัย ั้งการท างานของ I N          
        สรุปสุดทา้ย การศึกษาในคร้ังน้ีท าให้เขา้ใจบทบาทของการกลายพนัธ์ุของกรดอะมิโนของโปรตีน 
core และ NS5A ของไวรัสตบัอกัเสบซีจีโนไทปย ์ 1a, 1b, 3a, 3b และ 6f ในการตอบสนองหรือไม่
ตอบสนองต่อการรักษาดว้ย Peg-IFN-α และยา RBV และยงัใหข้อ้มูลใหม่ท าใหเ้ขา้ใจถึงกลไกในการ
ยบัย ั้ง IFN ของโปรตีน NS5A ของไวรัสจีโนไทปยต่์างๆและอาจจะเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีช่วยใหไ้วรัสมีการ
ตอบสนองต่อการรักษาดว้ย IFN และ RBV ท่ีแตกต่างกนั 
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                        จากยนี NS5A และ ยนีคอร์ ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีและ ผลของโปรตีน NS5A ตอ่การ  
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                        จากยนี NS5A และ ยนีคอร์ ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีและ ผลของโปรตีน NS5A ตอ่การ  
                       ควบคุมวถีิส่งสญัญาณอินเตอร์ เฟียรอน 
 

 
                         ช่ือเร่ืองภาษาไทย    กลไกระดบัโมเลกลุในการด้ือต่ออินเตอร์เฟียรอนท่ีเป็นผล  
                        จากยนี NS5A และ ยนีคอร์ ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีและ ผลของโปรตีน NS5A ตอ่การ  
                       ควบคุมวถีิส่งสญัญาณอินเตอร์ เฟียรอน 
 

 
                         ช่ือเร่ืองภาษาไทย    กลไกระดบัโมเลกลุในการด้ือต่ออินเตอร์เฟียรอนท่ีเป็นผล  
                        จากยนี NS5A และ ยนีคอร์ ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีและ ผลของโปรตีน NS5A ตอ่การ  
                       ควบคุมวถีิส่งสญัญาณอินเตอร์ เฟียรอน 
 

 
                         ช่ือเร่ืองภาษาไทย    กลไกระดบัโมเลกลุในการด้ือต่ออินเตอร์เฟียรอนท่ีเป็นผล  
                        จากยนี NS5A และ ยนีคอร์ ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีและ ผลของโปรตีน NS5A ตอ่การ  
                       ควบคุมวถีิส่งสญัญาณอินเตอร์ เฟียรอน 
 

 
                         ช่ือเร่ืองภาษาไทย    กลไกระดบัโมเลกลุในการด้ือต่ออินเตอร์เฟียรอนท่ีเป็นผล  
                        จากยนี NS5A และ ยนีคอร์ ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีและ ผลของโปรตีน NS5A ตอ่การ  
                       ควบคุมวถีิส่งสญัญาณอินเตอร์ เฟียรอน 
 

 



xii 

 

                         ช่ือเร่ืองภาษาไทย    กลไกระดบัโมเลกลุในการด้ือต่ออินเตอร์เฟียรอนท่ีเป็นผล  
                        จากยนี NS5A และ ยนีคอร์ ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีและ ผลของโปรตีน NS5A ตอ่การ  
                       ควบคุมวถีิส่งสญัญา 

 


