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1.  Einleitung 

1.1. Das Hepatitis-C-Virus als Erreger einer viralen Hepatitis 

1.1.1. Die Entdeckung des Hepatitis-C-Virus 

Nach der Entdeckung der Hepatitis A und B Viren fiel eine weitere Gruppe von 

Patienten mit Hepatitiden von anscheinend viraler Natur auf, die man zunächst 

als NonA/NonB (NANB) klassifizierte (Prince et al., 1974). Die NANB Hepatitis 

trat besonders als Posttransfusionshepatitis (PTH) auf, war also mit einem par-

enteralen Übertragungsweg verknüpft. Eine Identifizierung des Erregers gelang 

trotz zahlreicher entsprechender Publikationen zunächst nicht. Schließlich konn-

te Bradley aufgrund von Infektionsversuchen an Schimpansen postulieren, daß 

ein Großteil der NANB-Infektionen von einem umhüllten, einsträngigen RNA-

Virus mit positiver Polarität hervorgerufen werden müsse (Bradley, 1985). Im 

Jahre 1989 gelang der entscheidende Schritt: Nach der genetischen Identifizie-

rung eines mit der Krankheit assoziierten Genomabschnittes (Choo et al., 1989) 

wurde der zugehörige Erreger als Hepatitis-C-Virus (HCV) bezeichnet. Das Virus 

wurde nach der vollständigen Analyse des Genoms als einziger Vertreter der 

Gattung der Hepaciviren (Robertson et al., 1998) in die Familie der Flaviviridae 

(Heinz et al., 2000) eingeordnet. Eine eindeutige morphologische Identifizierung 

von HCV Virionen mittels elektronenmikroskopischer Verfahren oder eine geziel-

te Vermehrung in vitro ist jedoch bislang nicht gelungen. 

1.1.2. Infektionswege 

Die Hepatitis C wird parenteral übertragen. So ist ein Teil der Patienten mit HCV 

den Risikogruppen zuzuordnen, die auch durch HIV gefährdet sind, wenn auch 

mit unterschiedlicher Gewichtung. In den meisten Studien kann ungefähr ein 

Drittel der Patienten keiner der üblichen Risikogruppen zugerechnet werden, so 

daß die Epidemiologie letztendlich noch nicht komplett geklärt werden konnte; 

dies mag aber mit einer ungenügend stringent durchgeführten Anamnese nach 

einer diagnostizierten HCV-Infektion in Zusammenhang stehen.  

Gesichert ist der Übertragungsweg durch Blut/Blut-Kontakt, so daß i.v.-

Drogenabhängige, Medizinisches Personal, Kinder HCV-positiver Mütter unter 

der Geburt und vor 1992 auch Empfänger von Blutprodukten besonders gefähr-

det sind (Heintges et al., 1997). Vor der serologischen (1992) und später der Te-
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stung mit Nukleinsäureamplifikationstests (NAT) auf HCV waren trotz Spender-

auslese in Deutschland mindestens 0,15 % der in den Verkehr gebrachten Blut-

konserven mit HCV kontaminiert (Burger et al., 2003). Bei Empfängern von Pro-

dukten aus gepooltem Plasma wie Gerinnungsfaktoren aus der Ära vor der Vi-

rusinaktivierung muß von einer nahezu kompletten Durchseuchung ausgegan-

gen werden. So sind fast alle Hämophilie-Patienten in den 1980er Jahren mit 

HCV infiziert worden. Berichtet wurde auch über Infektionen durch nicht genü-

gend desinfiziertes medizinisches Material, Akkupunktur, feststehende Rasier-

messer und Geräte zur Gewinnung von Kapillarblut (Mele et al., 1995). Im Ge-

gensatz zu HIV scheint der sexuelle Kontakt zu Infizierten nur eine untergeord-

nete Rolle zu spielen, da Ehepartner von HCV-Infizierten nur unwesentlich häu-

figer mit HCV infiziert sind als der Rest der Bevölkerung (Meisel et al., 1995, Na-

kashima et al., 1995). Da Speichel, Samen und Vaginalsekret jedoch durch die 

Empfindlichkeit der Schleimhäute immer auch durch Mikrotraumen mit geringen 

Mengen Blut versetzt sein können, ist die Möglichkeit einer Infektion nicht kom-

plett auszuschließen. Die gemeinsame Benutzung von Zahnbürsten, Nagelsche-

ren und Rasiermessern ist also als Risikofaktor in Betracht zu ziehen. Die Aus-

breitung von HCV wird durch Immunsuppression, z. B. unter Chemotherapie, bei 

Dialysepatienten oder unter HIV begünstigt, da Immunsupprimierte eine beson-

ders hohe Virämie haben. 

Die Infektiosität scheint nicht vollständig mit der in einer NAT bestimmten Virus-

menge zu korrelieren. Es wurde ein Übertragungsfall durch ein Thrombozyten-

konzentrat dokumentiert, bei dem im Serum des Spenders HCV-RNA mittels 

PCR nicht nachweisbar war (Schüttler et al., 2000). Die bei frisch Infizierten 

besonders hohe Infektiosität ist im Zusammenhang mit den zunächst fehlenden 

Antikörpern zu sehen; die Verteilung von freien bzw. Ig-gebundenen Virionen 

könnte zur Abschätzung der Infektiosität von Bedeutung sein. Dies wird durch 

die Tatsache untermauert, daß mit der Ak-Testung von Poolprodukten aus Blut-

bestandteilen nicht automatisch die Häufigkeit von Infektionen sank, vielmehr 

wurden nach dem Ausschluß von Anti-HCV positiven Blutspenden für die Ge-

winnung von Immunglobulinen zu Beginn der 1990er Jahre rund 200 HCV-

Infektionen beobachtet, obwohl von diesem Produkt in der Zeit vor der Testung 

kein so hohes Infektionsrisiko ausging (Burger et al., 2003). Durch die Anwesen-

heit von Anti-HCV-positiven Plasmen kann somit anscheinend ein gleichzeitig 
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eingebrachtes Anti-HCV-negatives, aber hochinfektiöses Plasma in seiner Infek-

tiosität herabgesetzt werden. 

1.1.3. Akute Hepatitis C 

Die akute Hepatitis C ist eine Erkrankung der Leber, die bei den meisten Patien-

ten asymptomatisch, nur in 20% der Fälle ikterisch und somit in der Mehrzahl 

aufgrund der diskreten Symptomatik scheinbar benigne verläuft. Die Inkubati-

onszeit nach Infektion beträgt im Mittel 5-12 Wochen (in Ausnahmefällen bis 20 

Wochen: Hoofnagle, 1997). Die Transaminasen im Serum können nicht als di-

rekter Verlaufsmarker für die Infektion genutzt werden. Aktivitäten der Glutamat-

Pyruvat-Transaminase (GPT) > 300 U/L sind selten. Eine mehrmonatige Norma-

lisierungen der Leberenzyme vor einem erneuten Schub ist nicht ungewöhnlich. 

Fulminante Verläufe der Infektion sind außerordentlich selten, so daß das 

Hauptproblem die wahrscheinliche Chronifizierung ist. Eine Vorhersage zu ei-

nem möglichen chronischen Verlauf ist derzeit nicht zu treffen, es gibt jedoch 

Hinweise darauf, daß die Intensität und Diversität der T-Zell-Response gegen 

verschiedene HCV-Proteine und die HLA-Konfiguration eine Rolle spielen könn-

ten (Par et al., 2002). Dies würde auch die These stützen, daß eine HCV-

spezifische T-Zell-Anergie wesentlich zur Chronifizierung beiträgt. 

1.1.4. Chronische Hepatitis C 

Auch die chronische Hepatitis C, die bei fast 80% der HCV-Infektionen auftritt, 

verläuft weitgehend asymptomatisch. Das am häufigsten beschriebene Symptom 

ist die Müdigkeit, der häufigste klinische Befund die Hepatomegalie, also Zei-

chen, die eher ungeeignet sind, den Patienten auf eine mögliche Erkrankung 

aufmerksam zu machen. Während man früher davon ausging, daß die spontane 

Ausheilung einer chronischen HCV-Infektion selten ist, gibt es nun vermehrt 

Hinweise darauf, daß –abhängig vom Kollektiv- bis zu 10% der chronisch Infi-

zierten in der Lage sind, im Langzeitverlauf eine HCV-RNA-Negativität zu errei-

chen (Seeff, 2002). Das Erreichen des Endstadiums einer dekompensierten Le-

berzirrhose (Child-Pugh C) benötigt zehn bis zwanzig Jahre, wenn es überhaupt 

eintritt. Die Angaben hierüber sind nicht genau bestimmt und geben für einen 

Zeitraum von 20 Jahren Zahlen von 20 bis 55% an. Von Bedeutung scheint hier 

die individuelle Entzündungs- und Fibroseaktivität in der Leber zu sein, die biop-

tisch durch den histopathologisch definierten Hepatitis-Aktivitäts-Index erfaßt 
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werden kann. Zirrhosepatienten sind durch eine verringerte Syntheseleistung der 

Leber und die Entwicklung eines Pfortaderhochdrucks gefährdet. Die 5-Jahres-

überlebensrate bei kompensierten Zirrhotikern (Stadium Child-Pugh A) beträgt 

83%, im Falle einer dekompensierten Zirrhose jedoch nur 51%. Eine Dekompen-

sation betrifft 4% der Zirrhosepatienten pro Jahr.  

 Jedes Jahr entwickeln 3-6 % aller HCV-Zirrhosepatienten ein hepatozellulä-

res Karzinom (HCC), so daß 5 Jahre nach Diagnose der Zirrhose bereits 20% 

der Patienten an einem HCC erkrankt sind. Nach 10 Jahren sind es bereits über 

50%, nach 15 Jahren muß mit einer Inzidenz von fast 80 % gerechnet werden. 

 In bis zu 10 % der Fälle eines HCV-assoziierten HCC sind jedoch vor Dia-

gnose des HCC keine Zirrhosezeichen nachweisbar. In einer nicht-zirrhotischen 

Leber entsteht es damit deutlich seltener als das HBV-assoziierte HCC 

(Wettstein et al., 2001). Die Literatur kommt jedoch zu keinem einheitlichen 

Schluß, ob HCV bei vorbestehender Zirrhose ein höheres karzinogenes Potential 

als HBV hat. 

1.1.5. Nachweisverfahren 

Da die Klinik der Hepatitis C wie erwähnt meist eher unauffällig ist, kommt den 

Laborverfahren zum Infektionsnachweis eine entscheidende Bedeutung zu. Zu 

den immunologischen Nachweisverfahren zählt der ELISA auf HCV-Antikörper. 

In verschiedenen Generationen des Assays wurden unterschiedliche rekombi-

nante virale Proteine für den Nachweis verwendet; die Tests der 3. Generation 

verwenden sowohl Core- als auch die Nichtstrukturproteine NS3 bis NS5 als An-

tigen für die in der Probe enthaltenen Antikörper (Dow et al., 1994). Da es eine 

gewisse Zeit braucht, bis das Immunsystem nach dem Kontakt mit dem Virus 

messbare Antikörperspiegel gebildet hat, ergibt sich ein diagnostisches Fenster, 

in dem das Virus aktiv ist, Antikörper aber noch nicht nachgewiesen werden 

können. Deshalb ist frühestens 4 Wochen nach Infektion mit einem positiven 

Testergebnis zu rechnen, das Maximum des Antikörpertiters wird 1-2 Jahre nach 

der Infektion erreicht. In seltenen Fällen mit geringer Virämie kann eine Antikör-

perbildung ganz ausbleiben (Yuki et al., 1994). 

Eine frühere Aussage ist möglich, wenn durch immunologische Nachweisverfah-

ren direkt die Proteine des Virus nachgewiesen werden können. In der Marktein-

führung befindet sich derzeit ein ELISA gegen das HCV-Coreprotein, der relativ 

sensitiv ist und schon 1,5 pg/mL HCV-Core nachweisen kann. Dieser Test ist 
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dennoch weniger sensitiv als Nukleinsäure-Amplifikations-Techniken (NAT) 

(Maynard et al., 2003, Zanetti et al., 2003). 

Bei den NAT-Tests zum Virus-Genomnachweis hat sich die Polymerase-Ketten-

Reaktion (PCR) in mehreren Varianten durchgesetzt. Mittels RT-PCR kann be-

reits eine Woche nach Infektion virale RNA im Blut nachgewiesen werden (Farci 

et al., 1991). Andere Assays [Ligase Kettenreaktion (LCR), Transcription media-

ted amplification (TMA) , Nucleic acid sequence based amplification (NASBA)] 

wurden zwar entwickelt, haben in der Routine hierzulande z.Zt. aber noch keine 

Bedeutung. Die TMA zeichnet sich bei speziellen Fragestellungen durch eine 

besonders hohe Sensitivität aus und wird in den USA zum Spenderscreening 

eingesetzt.  

Bei der RT-PCR ist grundsätzlich zwischen dem qualitativen und dem quantitati-

ven Nachweis  zu unterscheiden. Qualitativ ausgerichtete Methoden wie die 

konventionelle RT-PCR oder die Nested-RT-PCR können zwar sehr empfindlich 

sein, lassen aber nur in einem geringen Maß eine Aussage über die Anzahl der 

nachgewiesenen Virusgenome zu. Quantitative Methoden waren bislang nicht 

ganz so sensitiv wie die qualitativen. Mit den zunehmend angewandten real-time 

Verfahren läßt sich sowohl eine hohe Empfindlichkeit als auch eine genaue 

Quantifizierung über einen breiten Meßbereich erzielen (Schüttler et al., 2004). 

 

1.1.6. Therapie der Hepatitis C 

Typisch für die HCV-Infektion ist die lange Zeit der Symptomfreiheit und der rela-

tiv hohe Anteil von Patienten, die keine Zeichen des Leberschadens entwickeln. 

Trotzdem sollte jede noch aktive HCV Infektion möglichst früh einer Therapie 

zugeführt werden, da es einerseits keine zuverlässigen prognostischen Marker 

für den weiteren Verlauf der Infektion gibt und andererseits der Infizierte als 

Quelle für mögliche Neuinfektionen gesehen werden muß. Über den Zeitpunkt 

des Therapiebeginns muß bei chronischen Verläufen jedoch individuell ent-

schieden werden. Da es sich um eine Langzeittherapie handelt, sollten sowohl 

klinische Kriterien wie der Fibrose/Nekrosegrad der Leber, als auch persönliche 

Kriterien wie die Therapiemotivation des Patienten und seine Compliance in die 

Entscheidung einbezogen werden. Für den Therapieerfolg der akuten HCV-

Infektion gibt es derzeit keine stringenten Daten. In einer nicht kontrollierten, 

multizentrischen Studie wurden Hinweise gefunden, daß die Interferon-Therapie 
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in der akuten Phase die Viruspersistenz weitgehend verhindern kann (Jaeckel et 

al., 2001). Da die Gefahr der Chronifizierung und der damit verbundenen Spät-

folgen sehr hoch ist, ist bei derzeitiger Datenlage die Therapie jedes akut HCV-

Infizierten anzustreben. Über Zeitpunkt des Therapiebeginns, Dauer und Art der 

Therapie gibt es jedoch keine allgemein anerkannten Empfehlungen. 

Im Gegensatz zu anderen Viren wie HIV, Herpes Simplex Virus oder Cy-

tomegalievirus stehen für die Behandlung der HCV keine virusspezifischen The-

rapeutika zur Verfügung. Die Therapie beruht im wesentlichen auf zwei Säulen: 

Das auch zur Therapie der chronischen HBV-Infektion eingesetzte Interferon ist 

bereits sehr früh zur Therapie der Hepatitis C eingesetzt worden (Hoofnagle et 

al., 1986), besitzt aber als Monotherapie bei der HCV-Infektion nur einen beding-

ten Erfolg im Sinne einer anhaltenden Viruselimination. α-Interferone zeigen viel-

fältige direkte und indirekte antivirale Eigenschaften wie u.a. intrazelluläre virale 

RNA-Degradation, Hemmung der viralen RNA-Translation, Aktivierung des zellu-

lären Immunsystems zur Erkennung virusbefallener Zellen und Prävention einer 

Virusinfektion von suszeptiblen Zellen (Hu et al., 2001). Welcher dieser Effekte 

für die Elimination des HCV hauptsächlich verantwortlich zeichnet, ist bislang 

unklar.  

Unterstützend wird das Guanosin-Analogon Ribavirin gegeben. Durch welchen 

Mechanismus Ribavirin die antivirale Wirkung des IFN verstärkt, ist bisher nicht 

verstanden. Die vorliegenden Daten lassen jedoch vermuten, daß der therapeu-

tische Effekt in Kombination mit IFN eher auf immunmodulatorische als auf direkt 

antivirale Eigenschaften zurückzuführen ist (Hultgren et al., 1998, Patterson et 

al., 1990). Während Interferon alleine in der Lage ist, bei einem Teil der Patien-

ten zu einer Viruselimination zu führen, ist Ribavirin als Monotherapeutikum nicht 

in der Lage, die Virusreplikation in irgendeiner Art zu beeinflussen. In Kombinati-

on mit Interferon erhöht es den Anteil der erfolgreich therapierten Patienten um 

das zwei- bis dreifache (Di Bisceglie et al., 1995, Poynard et al., 1998).  

Die gegenwärtig empfohlene Therapie dauert – je nach Genotyp – 24 

bzw. 48 Wochen (EASL-Jury, 1999). Ribavirin existiert in einer oralen Form, In-

terferon muß jedoch subcutan appliziert werden. Derzeit werden mehrfach pegy-

lierte Interferone eingesetzt, die eine einmal wöchentliche subcutane Gabe er-

möglichen (Cornberg et al., 2002). Bedeutende Nebenwirkung des Ribavirins ist 

eine verschieden stark ausgeprägte Hämolyse. Interferon induziert eine Reihe 

von Symptomen, die in Art eines grippalen Infektes imponieren: Myalgie, Arthral-
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gie, Thrombozytopenie, Fieber etc.. Erhöhte Aufmerksamkeit verlangen mögli-

che psychiatrische Nebenwirkungen. Depressionen unter Interferon können so 

schwer sein, daß trotz guten viralen Ansprechens die Therapie abgebrochen 

werden muß (Heintges et al., 1996). 

 

1.2. Das Hepatitis-C-Virus unter virologischen Gesichtspunkten 

1.2.1. HCV als Mitglied der Virusfamilie Flaviviridae 

Die Familie der Flaviviridae beinhaltet drei Genera: Die Gattung Flavivirus um-

fasst das Gelbfiebervirus und eine Reihe weiterer, durch Arthropoden übertrage-

ne Viren mit vorwiegend hämorrhagischen oder enzephalitischen Krankheitsbil-

dern (Denguevirus, West-Nil-Virus, FSME-Virus). Das Genus der Pestiviren be-

inhaltet tierpathogene Viren: das Virus der Klassische Schweinepest (CSFV), die 

Bovinen Virus-Diarrhoe Viren 1 und 2 (BVDV) und das Border-Disease-Virus der 

Schafe. Das dritte Genus Hepaciviren besteht bislang nur aus dem Hepatitis-C-

Virus. Die noch nicht endgültig klassifizierten GB-Viren (besonders das beim 

Menschen vorkommende GBV-C) könnten aufgrund ihrer Ähnlichkeit der Ge-

nomorganisation in das Genus Hepacivirus eingruppiert werden (Ohba et al., 

1996). Insgesamt scheint das HCV nach Sequenzvergleichen phylogenetisch 

den Pestiviren näher zu stehen als den Flaviviren (Choo et al., 1991, Miller et al., 

1990, Roggendorf, 2002). 

Die Flaviviridae sind behüllte, einsträngige RNA-Viren positiver Polarität. Das 

Genom enthält einen offenen Leserahmen (open reading frame, ORF), der für 

ein einziges Polyprotein codiert. Dieses wird durch zelluläre und viruseigene Pro-

teine kotranslational gespalten. Der ORF wird an beiden Enden jeweils durch 

eine nicht codierende Region (NCR) flankiert.  

Vom 5’-Ende ausgehend, werden zunächst die Strukturproteine und danach die 

Nichtstrukturproteine codiert. Zur besseren Vergleichbarkeit erhielten Proteine 

mit gleicher Funktion in allen drei Genera der Flaviviridae die gleichen Namen, 

jedoch bilden einzelne Genera Proteine aus, die bei anderen analog so nicht 

vorhanden sind. So besitzen Flaviviren ein Membranprotein (M), das bei den Pe-

stiviren und HCV fehlt. Dafür können diese beiden Genera zwei Envelopeprotei-

ne vorweisen. In Tabelle 1 sind die Proteine von Gelbfieber-Virus, FSME-Virus, 

HCV und BVDV vergleichend gegenübergestellt. 
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Tabelle 1: Vergleich der viralen Proteine von Flaviviridae aus drei Genera. Die Proteine 
sind von oben nach unten in ihrer Reihenfolge von amino- nach carboxyterminal im Po-
lyprotein geordnet. Angegeben sind die Position im Polyprotein, das Gewicht in kD und 
die Protease, die C-terminal spaltet (kursiv). (modifiziert nach Modrow et al., 2003) 

Protein Gelbfiebervirus FSME-Virus HCV BVDV Funktion 

Npro - - - aa 1-168 
23 kD 
Npro 

Protease spaltet sich 
autokatalytisch vom  
Polyprotein ab 

Core aa 1-120 
12-14 kD 
Signalase 

aa 1-115 
13-16 kD 
Signalase 

aa 1-190 
21 kD 
Signalase 

aa 169-270 
14 kD 
Signalase 

Capsid, interagiert mit 
RNA 

Erns    aa 271-497 
44-48 kD 
unbekannt 

RNase, sezerniert, glyko-
syliert 

Prä-M aa 121-209 
10-11 kD 
Golgi-Protease 

aa 116-204 
17-19 kD 
Golgi-Protease 

  glykosyliert 

M aa 210-284 
7-9 kD 
Signalase 

aa 205- 279 
7-8 kD 
Signalase 

  Membranprotein 

E aa 285-777 
51-59 kD 
Signalase 

aa 280-775 
50-60 kD 
Signalase 

  Membranprotein, Adsor-
ption 

E1   aa 191-382 
31-35 kD 
Signalase 

aa 498-692 
25-33 kD 
Signalase 

Membranprotein 

E2   aa 383-746 
68-72 kD 
Signalase 

aa 693-1085 
53-55 kD 
Signalase 

Membranprotein 

p7   aa 747-809 
7 kD 
Signalase 

aa 1086-1186 
7kD 
Signalase 

Membranprotein 
Ionenkanal 

NS1 aa 778-1156 
19-25 kD 
NS2B? 

aa 776-1127 
39-41 kD 
NS2B 

  glykosyliert, sezerniert, 
zellmembranassoziiert, 
kein Bestandteil der Vi-
ruspartikel 

NS2A aa 1157-1353 
20-24 kD 
NS2B 

aa 1128-1357 
20 kD 
NS2B 

  ? 

NS2B aa 1354-1483 
14 kD 
NS2B 

aa 1358-1488 
14 kD 
NS2B 

  Zn++ Metalloproteinase 

NS2   aa 810-1024 
21 kD 
NS2 

aa 1187-1679 
38-54 kD 
unbekannt 

Zn++-bindend, spaltet bei 
HCV zwischen NS2 und 
NS3 

NS3 aa 1484-2106 
68-70 kD 
NS3 

aa 1498-2109 
70 kD 
NS3 

aa 1025-1657 
70 kD 
NS3 

aa 1680-2362 
75-80 kD 
NS3 

Serinprotease, Helicase 

NS 2-3    aa 1187-2362 
120-125 kD 
NS3 

Protease, Helicase, wird 
bei cytopathogenen 
Stämmen in NS2 und 
NS3 gespalten 

NS4A aa 2107-2393 
16 kD 
NS3 

aa 2110-2258 
16 kD 
NS3 

aa 1658-1710 
4-10 kD 
NS3 

aa 2363-2426 
7-10 kD 
NS3 

membranassoziiert, as-
soziiert mit NS3  
(HCV, BVDV) 

NS4B aa 2394-2505 
26 kD 
NS3 

aa 2259-2510 
27 kD 
NS3 

aa 1711-1971 
27 kD 
NS3 

aa 2427-2773 
30 kD 
NS3 

membranassoziiert (?)  

NS5 aa 2506-3411 
103-104 kD 

aa 2511-3415 
100 kD 

  RNA-capping, RNA-
abhängige Polymerase 

NS5A   aa 1972-2419 
56-58 kD 
NS3 

aa 2274-3269 
58-70 kD 
NS3 

phosphoryliert 

NS5B   aa 2420-3010 
68-70 kD 

aa 3270-3899 
75-78 kD 

RNA-abhängige RNA-
Polymerase 
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1.2.2. Die Genomstruktur des Hepatitis-C-Virus 

Das Genom des HCV ist eine einzelsträngige RNA positiver Polarität mit einer 

Länge von ungefähr 9,5 kb, die für einen einzigen offenen Leserahmen (ORF) 

codiert. Dieser ORF ist an beiden Enden durch nicht-codierende Regionen 

(NCR) eingefaßt und enthält die Information für ein Polyprotein, das je nach Ge-

notyp 3008 bis 3037 Aminosäuren lang ist (Reed et al., 2000). Dieses wird wahr-

scheinlich durch vier Proteasen – zelluläre und viruseigene – in vermutlich ins-

gesamt 10 Proteine gespalten (s. Tabelle 1). 

1.2.2.1. Strukturproteine 

Core. Das Core-Protein ist aminoterminal das erste Protein, das durch die hepa-

civirale RNA codiert wird. Es ist innerhalb der Genotypen relativ konserviert und 

besteht aus 191 Aminosäuren (aa) (Yasui et al., 1998). Dieses Volllängen-

Coreprotein ist nach in vitro Expression in verschiedenen Längen (p16, p19, 

p21) und zellulären Lokalisationsorten nachgewiesen worden; eine differenzierte 

Funktion dieser verschieden prozessierten Varianten oder eine Bedeutung in der 

viralen Morphogenese sind unbekannt (vgl. Schüttler, 2001). Für das reife und 

im Cytoplasma lokalisierte Core sind mehrere Funktionen bekannt: Es besitzt die 

Möglichkeit, an virale RNA (Santolini et al., 1994), Fettkomplexe (Hope et al., 

2000, McLauchlan et al., 2002) und das Strukturprotein E1 zu binden (Lo et al., 

1996) und kann Oligomere bilden (Matsumoto et al., 1996). Außerdem hat es die 

Möglichkeit, verschiedene zelluläre Proteine zu binden. Aus Zellkulturversuchen 

ergaben sich Hinweise, daß Core in der Lage ist, verschiedene Promotoren und 

Enhancer zu aktivieren oder zu hemmen. Es ist insgesamt nicht auszuschließen, 

daß das HCV Core-Protein neben der eigentlichen Aufgabe der RNA-

Verpackung noch weitere Bedeutung in der viralen Pathogenese haben könnte.  

Auch die Genexpression von anderen Viren kann bei Coexpression von HCV-

Core-Protein gehemmt werden. Dies erklärt, warum bei einer HBV/HCV-

Koinfektion die HBV-Infektion supprimiert werden kann (Shih et al., 1993, 

Schüttler et al., 2002). 

E1/E2. Die Glykoproteine E1 und E2 sind in die Lipidhülle des HCV eingelagert; 

sie sind relevant für die Antikörperbindung an das HCV-Virion. Von E2 nahm 

man ursprünglich an, daß es sich – wie bei den Flaviviren – um das erste Nicht-

Strukturprotein handeln würde. Später stellte sich jedoch heraus, daß es sich um 

ein Strukturprotein handelte. Das scheinbare Molekulargewicht der Proteine in 
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der Gelelektrophorese ist größer, als dies von ihrer Aminosäurensequenz her zu 

erwarten wäre. Dies liegt an Glykosylierungen, die an mehreren Positionen er-

folgen (Grakoui et al., 1993, Lanford et al., 1993). Von besonderer Bedeutung für 

die Immunantwort des Wirtes ist die hypervariable Region 1 (HVR1) des E2. 

Diese wird von 27 aminoterminalen Aminosäuren gebildet (Weiner et al., 1991). 

Im Bereich der HVR1 kann das Virus immer neue Oberflächenvarianten ausbil-

den, was dazu dient, sich der Elimination durch das Immunsystems zu entziehen 

(Weiner et al., 1992) . Dies könnte einer der Gründe für die Chronifizierung der 

HCV-Infektion sein. 

Es konnte gezeigt werden, daß eine minimale Domäne der HVR1 des E2 in der 

Lage ist, eine Bindung an den Scavenger-Rezeptor B1 von Hepatozyten zu ver-

mitteln (Scarselli et al., 2002). Weiterhin ist die Bindung von E1/E2 Komplexen 

an den CD81 Rezeptor Zelle beschrieben worden (Cocquerel et al., 2003, Pileri 

et al., 1998); diese beiden Rezeptoren scheinen eine Bedeutung zur Infektion 

der Zelle zu haben (Bartosch et al., 2003). 

 Zusätzlich kommt ein E2/p7-Protein vor, dessen Bedeutung jedoch unklar ist 

(Lin et al., 1994, Selby et al., 1994). Aus Versuchen mit BVDV ist jedoch be-

kannt, daß diese die Einzelproteine nicht ersetzen können: Nach dem Unter-

drücken der Spaltung in E2 und p7 können keine infektiösen Viren mehr gebildet 

werden (Harada et al., 2000). 

p7. Das virale Spaltprodukt p7 ist in seiner Funktion bislang ungeklärt. Aus in 

vitro -Experimenten weiß man jedoch, daß das p7 in der Lage ist, Ionenkanäle in 

Lipidmembranen auszubilden. Auch eine Inhibition dieser Kanäle wurde be-

schrieben (Griffin et al., 2003, Pavlovic et al., 2003). Griffin und Rowlands 

vermuten, daß p7 für die reguläre Reifung des HCV erforderlich ist, indem die 

Ionenkanäle ähnlich wie bei Influenzaviren eine vorzeitige Auslösung der 

Fusionsfunktion hemmen (Griffin et al., 2004). Sollte sich bestätigen, daß diese 

Kanäle auch in vivo ausgebildet werden und für die Replikation und Infektiosität 

des Virus von Bedeutung sind, wären sie möglicher Angriffspunkt für eine 

antivirale Therapie mittels Amantadin, welches die Ionenkanäle blockiert. 
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Abbildung 1: Mögliches Modell ei-
nes HCV-Partikels. (modifiziert nach 
W.H. Gerlich u. B. Boschek): RNA 
(grün), Core-Protein (rot) mit mögli-
cher Interaktion mit E2 (blau) und E1 
(grau), die in die Lipidhülle als Hete-
rodimere ein-gelagert sind. Am E2 
ist außen die HVR1 (orange) mar-
kiert. 

 

 

 

1.2.2.2. Nichtstrukturproteine 

NS2. HCV codiert nicht für ein dem NS1 der Flaviviren entsprechendes Protein, 

weshalb das erste Nichtstrukturprotein mit NS2 bezeichnet wird. Das NS2 ist 

Bestandteil der NS2/3-Autoprotease, durch die NS2 von NS3 abgespalten wird. 

Für diese Prozessierung müssen zweiwertige Zinkionen anwesend sein (Hijikata 

et al., 1993). Außerdem gibt es Hinweise darauf, daß NS2 für die Phosphorylie-

rung des NS5A Proteins notwendig ist (Liu et al., 1999). Das NS2 könnte ein 

möglicher Angriffspunkt für Virustatika aus der Klasse der Protease-Inhibitoren 

sein. 

NS3. Für das NS3 sind drei verschiedene Funktionen beschrieben worden: Zu-

nächst hat es Eigenschaften einer Serin-Protease. Dabei katalysiert es unter 

Mitwirkung von NS4A die Prozessierung an der Schnittstelle von NS3/4A in cis 

und an den Schnittstellen von NS4A/B, NS4B/5A und NS5A/B in trans (Lin et al., 

1994). In seiner Funktion als Helicase entwindet es doppelsträngige RNA und 

RNA/DNA-Hybride in 3’5’-Richtung (Tai et al., 1996). Zuletzt konnte eine Funkti-

on als RNA-stimulierte NTPase nachgewiesen werden. Während das Protein für 

die Helicase-Aktivität NS4A als Co-Faktor benötigt, kann es seine NTPase-

Aktivität auch alleine entfalten (Gallinari et al., 1999). 

NS4A. Das NS4A ist Co-Faktor für das NS3. Es ist unumgänglich notwendig für 

die Prozessierung an den Schnittstellen von NS4A/B und NS4B/5A und verbes-

sert die Prozessierung an NS5A/B (Failla et al., 1994). 

NS4B. Dem NS4B wird eine Beteiligung am Replikationskomplex zugeschrieben 

(Lin et al., 1997). Außerdem wurde in einer Publikation von einer transformieren-
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den Wirkung zusammen mit dem H-ras Onkogen berichtet (Parks et al., 2000). 

Dies bedarf jedoch noch einer ausstehenden Bestätigung. 

NS5A. Die genaue Funktion des NS5A ist nicht bekannt. Man geht allerdings 

davon aus, daß es eine wichtige Rolle im Replikationszyklus spielt. Vielfach sind 

Arbeiten zur Frage einer Interferon-sensitivity determined region (ISDR) des 

NS5A erschienen. Die Ergebnisse sind jedoch widersprüchlich (z.B. Chayama et 

al., 1997, Chung et al., 1999, Sarrazin et al., 2000).  

NS5B: Das NS5B entspricht als Genprodukt der viralen RNA-abhängigen RNA-

Polymerase des HCV (Behrens et al., 1996); es zeigt typische Sequenz-

homologien insbesondere im katalytischen Zentrum zu anderen bekannten vira-

len RNA-Polymerasen (vgl. Hagedorn et al., 2000). 

 

1.2.2.3. Nicht-codierende Regionen  

Das HCV-Polyprotein wird von zwei nicht-codierenden Regionen (NCR) einge-

faßt. Diese beinhalten Erkennungsstrukturen für die HCV-Polymerase zur Ge-

nomreplikation. Außerdem ist es für die Virusprotein-Synthese notwendig, daß 

das die virale +RNA der Translation zugeführt wird. Dazu bildet die 5’-NCR eine 

„Internal ribosome entry site“ (IRES) aus (Honda et al., 1999), welche zu einer 

Cap-unabhängigen Translationsinitiation führt, wie diese auch bei den Pestiviren 

und den Picornaviridae (z.B. Poliovirus) und einigen eukaryoten Genen be-

schrieben ist (z. B. c-myc, NRF u.a. Übersicht: Bonnal et al., 2001)  

Die IRES des HCV besteht aus einer Sekundärstruktur mit 4 Stem-loops (Brown 

et al., 1992). Die 5’-NCR ist zwischen verschiedenen Genotypen bis zu 85% 

identisch; Variationen treten nur in begrenzten Bereichen aus, so daß man von 

einem hochkonservierten Genomabschnitt sprechen kann (Bukh et al., 1992) 

(Smith et al., 1995). Basenaustausche im Bereich der IRES führen zumeist zu 

einer Änderung der IRES-Aktivität; teilweise können jedoch ganze Stem-loops 

entfernt werden, ohne die Replikation nennenswert zu unterdrücken, andere Be-

reiche müssen hingegen zwingend vorhanden sein (Rijnbrand et al., 2000). 

Die 3’-NCR besteht jenseits des Stop-Codons aus einer kurzen, sehr variablen 

Sequenz von etwa 40 Nukleotiden Länge. Darauf folgt ein Poly-U-Bereich, der 

einzelne Cytosine enthält. Dieser Bereich ist unterschiedlich lang (Yamada et al., 

1996). Es folgt der sogenannte X-tail mit 98 Nukleotiden (Tanaka et al., 1996). Er 

ist hochkonserviert, bildet drei Stem-loops aus und ist für die Virusreplikation un-

erläßlich (Kolykhalov et al., 2000). 
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1.2.3. Die Größe des HC-Virions 

Für die Größe des HCV-Virions existieren derzeit nur ungefähre Angaben mit 

einer großen Schwankungsbreite. Dies ist unter anderem mit der Geschichte der 

Entdeckung des HCV-Virions zu erklären. Es fällt auf, daß es fast 15 Jahre ge-

dauert hat, das Virus nachzuweisen, nachdem seine Existenz erstmals vermutet 

wurde. Dies mag hauptsächlich daran liegen, daß der Nachweis des Virus weder 

durch Zellkultur noch durch die Elektronenmikroskopie (EM) geführt werden 

konnte, sondern durch die Klonierung des Genoms geschah. Bis heute ist es 

nicht gelungen, überzeugende EM-Bilder von HCV anzufertigen. Einzelne Veröf-

fentlichungen enthalten zwar Bilder mit einigen wenigen virusähnlichen Partikeln; 

diese haben jedoch sehr divergierende Größen zwischen 20 und 80 nm. Außer-

dem scheinen sie nie in einer Konzentration vorzukommen, die der Virusmenge 

in der Probe zumindest annähernd proportional wäre. Insgesamt scheint die EM 

bei allen Mitgliedern der Gruppe der Flaviviridae schwieriger zu sein als bei an-

deren Viren. Die allgemein vermutete Größenangabe des HCV von 50 nm 

(Heinz et al., 2000) beruht im wesentlichen auf Analogieschlüssen zu anderen 

Flaviviridae, deren Größe wiederum durch eine kritisch zu beurteilende EM-

Darstellung abgeleitet wurde. Trotzdem findet sich diese Angabe durchgängig in 

den Lehrbüchern. Eine häufig zu findende Größenangabe von 40-60 nm für Fla-

viviren stößt auch nicht wesentlich auf eine kritische Hinterfragung. Indirekte Me-

thoden zeigen ebenfalls eine hohe Heterogenität: So ist die Dichte von HCV-

Partikeln mittels Dichtegradientenzentrifugation in einem Bereich von 1,04 bis 

1,21 g/mL breit gestreut (Jursch, 2000, Thomssen et al., 1993). 

Die Abschätzung der Größe mittels Ultrafiltration läßt durch die Streuung der Po-

rendurchmesser nur grobe Bereiche zu. Schon bei der Charakterisierung des 

damals sogenannten NonA/NonB-Agens wurde mittels Filtration und Infektions-

experimenten an Schimpansen eine Größe von unter 80 nm angegeben 

(Bradley, 1985). Bei Experimenten mit mehreren sequentiellen Filtrationen konn-

te eine Größe von 30-50 nm ermittelt werden (He et al., 1987). Ähnliche Arbeiten 

unter Verwendung von NAT-Verfahren zur Konzentrationsbestimmung nach Fil-

tration finden Größen von 30-60 nm (Burnouf et al., 2003) und 29-46 nm (Yuasa 

et al., 1991). Diese Angaben sind jedoch für eine zutreffende morphologische 

Beschreibung unbefriedigend.  
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Trotz der relativ langen Zeit, in der das Virus seit dem ersten Nachweis beforscht 

wird, gibt es noch viele offene Fragen, die den prinzipiellen Aufbau und die 

Struktur betreffen. So ist es beispielweise noch nicht gelungen, mit rekombinan-

tem Core-Protein in vitro ein assembliertes Capsid nachzuweisen. Auch die 

Funktion der einzelnen Proteine ist noch mit vielen Fragezeichen versehen. Es 

reicht nicht hin, die Morphologie des HCV aus Analogien zu verwandten Viren zu 

erschließen. Als grundsätzliche Frage ist die Bestimmung der exakten Größe 

deshalb ein wichtiger Schritt zur Aufklärung der Morphologie. 

 

1.3. Das Problem der Größenbestimmung von Viren 

1.3.1. Die Bedeutung der Größe eines Virus 

Im allgemeinen geht man davon aus, daß HCV als Mitglied der Virusfamilie Fla-

viviridae analoge Eigenschaften wie die anderen, besser untersuchten Spezies 

dieser Familie aufweist. Obwohl dies für viele in vitro Eigenschaften zutreffen 

mag, zeigen die erheblichen Probleme in der Beschreibung der grundlegensten 

Eigenschaften von HCV wie Infektiosität, Morphogenese und Replikation, daß 

Verallgemeinerungen hier nicht notwendigerweise zur richtigen Untersuchungs-

strategie und schließlich zu Erkenntnis führen. Zu den Standardmerkmalen der 

Beschreibung von Viren gehört deren Größe. Unter rein medizinischen Ge-

sichtspunkten mag diese Eigenschaft wenig bedeutsam erscheinen, jedoch ist 

selbst bei rein utilitaristischer Betrachtungsweise diese Auffassung falsch. Viren 

werden heute aus menschlichen Plasmaproteinderivaten (z.B. Gerinnungsfakto-

ren, Immunglobuline) unter anderem auch durch Ultrafiltration entfernt. Natur-

gemäß spielt hier die Größe von Viren eine entscheidende Rolle. Eine Kenntnis 

der Größe von HCV ist aber auch wissenschaftlich bedeutsam. Ihre genaue Be-

stimmung könnte dazu beitragen, die bisher wenig verstandene Morphologie des 

Virus wenigstens in Ansatzpunkten zu beschreiben. Vieles spricht dafür, daß 

Analogieschlüsse von den Gattungen Flavivirus, Pestivirus oder der Familie der 

Togaviridae nicht gerechtfertigt sind. Weiterhin wären auch durch die Verände-

rung der Größe nach einer wie auch immer gearteten Behandlung des Virus (De-

lipidisierung oder enzymatischer Verdau) Rückschlüsse auf dessen Aufbau mög-

lich.  
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1.3.2. Prinzipielle Probleme einiger Verfahren 

Mit der Elektronenmikroskopie ist es möglich, Bilder eines Virus anzufertigen und 

damit seine Größe zu bestimmen. Befindet sich Kontrastmittel im Elektronenweg 

� gleichgültig in welcher räumlichen Anordnung � wird das Signal am entspre-

chenden Bildpunkt abgeschwächt. Damit können Außen- und Binnenstrukturen 

dargestellt werden. Mit diesen Bildern kann jedoch auf den Durchmesser in vivo 

nur näherungsweise geschlossen werden. Durch die Präparation vor der Be-

trachtung (Kontrastierung mit Uransalzen, Vakuum im Elektronenweg) wird dem 

Virus alles Wasser entzogen. Im günstigsten Fall könnte man davon ausgehen, 

daß das Virus nun gleichmäßig geschrumpft ist, aber seine ursprüngliche Struk-

tur maßstabsgetreu behalten hat. Doch ist das Artefakt der Schrumpfung abhän-

gig vom Wassergehalt des Viruskompartiments (Hülle, Core, gegebenenfalls Ma-

trixraum etc.), und damit selbstverständlich nicht gleichmäßig. Hinzu kommt 

noch, daß man es mit einem Phänomen zu tun bekommt, daß sich am anschau-

lichsten mit einem luftlosen Fußball beschreiben läßt: Breitet man diesen Ball auf 

dem Boden aus, wirkt seine Kontur und sein Durchmesser größer als im aufge-

pumpten Zustand, wenn man ihn sich von oben betrachtet. Bei der Betrachtung 

von der Seite hingegen wäre von der kugeligen Struktur nichts mehr zu erken-

nen, man sähe vielmehr eine längliche, flache, unregelmäßige Struktur. Dies 

führt zu einer Überschätzung des Durchmessers. Dieses Phänomen zeigt sich 

bei vielen behüllten Viren, wo sich die Hülle als eine solche geschrumpfte Struk-

tur darstellt.  

Es ist bei der Auswertung von elektronenmikroskopischen Abbildungen daher 

niemals direkt (z.B. durch Einführen eines „Schrumpfungs-Koeffizienten“ o.ä.) 

auf die natürliche Größe in hydratisierten, nativen Zustand zu schließen, was 

sämtliche veröffentlichte, auf TEM fußende Angaben von Virusgrößen (beson-

ders von behüllten Viren) in Frage stellt. 

Bei der CryoEM wird das Präparat in gefrorenem Zustand in den Elektronenweg 

eingebracht, so daß Viren nahezu in ihrem natürlichen Zustand vorliegen. 

Mehrere Aufnahmen werden digital miteinander verrechnet und so ein dreidi-

mensionales Bild erstellt. Dazu müssen die Viren jedoch mindestens eine Sym-

metrieachse aufweisen und in einer relativ homogenen Population vorliegen, da 

der mathematische Algorithmus (Fourier-Transformation) sonst nur eine amor-

phe Kugel erzeugt. Dazu ist für die eigentliche Untersuchung ein Aliquot einer 
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hochgereinigten Suspension von mindestens 5 µL nötig, daß eine Konzentration 

von 0,05 bis 0,5 mg Viren/mL enthält, so daß dieses Verfahren praktisch nur für 

Viren in Frage kommt, die in Zellkultur angezüchtet werden können und eine 

gewisse Stabilität besitzen (Baker et al., 1999).  

Ein weiteres Verfahren ist die Röntgenstrukturanalyse, die auch in der Lage ist, 

Viren ohne wesentliche artifizielle Größenveränderungen darzustellen. Voraus-

setzung ist jedoch, daß das Virus in hochreiner Form vorliegt und in der Lage ist, 

zu kristallisieren. Während die Aufreinigung in vielen Fällen noch zu bewerkstel-

ligen wäre, sind behüllte Viren per se nicht in der Lage, Kristalle auszubilden, 

was dazu führt, daß allenfalls Virusbestandteile behüllter Viren (z.B. rekombinan-

te Corepartikel oder abgespaltene Hüllproteine) durch Röntgenstrukturanalyse 

untersucht werden können. Zudem ist eine nativ vorhandene Hydrathülle, die 

einen nicht unwesentlichen Anteil an der funktionellen Größe eines Viruspartikels 

liefert, durch die Anordnung im Kristallgitter alteriert. 

 

Die Hydrathülle eines Viruspartikels ist bei der Definition der Größe eines Virus 

ein problematischer Gesichtspunkt, da sie nach der klassischen Morphologie 

nicht zum Virion gehört, das größenabhängige Verhalten desselben aber mitb-

stimmt. Die Frage nach dem Außendurchmesser eines Viruspartikels ist auch 

insofern problematisch zu sehen, als insbesondere bei ausgeprägten unregel-

mäßigen Oberflächenstrukturen (wie z.B. „spikes“. Vgl. Abb. 2) nicht ohne weite-

res von einer definierten Größe gesprochen werden kann. 

 

Abbildung 2: CryoEM-Rekonstruktion von 
Humanem Rotavirus (verändert nach 
Baker et al., 1999) mit drei möglichen An-
gaben für die Partikelgröße:  

 Durchmesser mit spike-Länge  

 Durchmesser der Oberfläche,  

 Mittelwert der Beiden 
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Da die Größe eines Virus biologisch, z.B. in Zusammenhang mit Invasionsme-

chanismen, bedeutsam ist, sollte die Frage nach der Größe eines Virions auch 

unter funktionellen Aspekten und nicht nur als morphologische Eigenschaft ge-

sehen werden. Solche auf das Verhalten von Partikeln aufbauende Verfahren, 

basieren in letzter Konsequenz auf Strömungs- und Diffusionsverhalten und 

werden bei sphärischen Partikeln als Stokes´scher Radius, meßbar durch Sedi-

mentationsgeschwindigkeit, bzw. Diffusionsgeschwindigkeit, wiedergegeben. 

Eine weitere Möglichkeit, diesen „funktionellen“ (hydrodynamischen) Durchmes-

ser eines Partikels zu bestimmen, ist die Gelausschlußchromatographie (gel ex-

clusion chromatography, GEC), die sonst eher bei der Bestimmung von Moleku-

largewichten oder zur Reinigung von z.B. Proteinen Verwendung findet. 

 

1.4. Die Methode der Gel-Ausschluß-Chromatographie (GEC) 

1.4.1. Historischer Überblick 

Die Methode der GEC hat ihre Wurzeln in der angewandten und analytischen 

Chemie und wurde konzipiert, um niedermolekulare Stoffe von höhermolekula-

ren trennen zu können. Deuel konnte 1954 als erster ein ungeladenes Gel syn-

thetisieren, mit dem es ihm gelang, Kolloide zu entsalzen. Andere Arbeitsgrup-

pen experimentierten mit natürlichen Produkten wie Stärke und Agar-Gel. Das 

erste universell anwendbare Gel wurde 1959 als Reaktionsprodukt aus löslichem 

Dextran mit Epichlorhydrin synthetisiert und unter dem Namen Sephadex ver-

trieben (Porath et al., 1959). Varianten dieses Geles sind bis zum heutigem Tage 

im Einsatz. Während am Anfang nur Gele zur Verfügung standen, mit denen re-

lativ niedermolekulare Stoffe getrennt werden konnten, wurden rasch Gele mit 

einer weniger starken Vernetzung und damit größeren Porenweite entwickelt, um 

auch größere Partikel trennen zu können. Bereits damals wurde eine spezielle 

Eigenschaft der GEC deutlich: Charakteristisch für ein Gelmaterial ist, daß es 

immer nur einen Teilbereich des gesamten theoretisch möglichen Selektionsbe-

reichs der GEC abdecken kann. Die erste Anwendung in der Virologie gelang 

1962 mit dem Tabak-Mosaik-Virus durch Steere (Steere et al., 1962). (Übersicht: 

Determann, 1967)  

 

Weitere Arbeitsgruppen reinigten mit Hilfe der GEC Influenzaviren (1965), Ade-

noviren (1966), BVDV (1968) und Poliovirus (1969). Die weitaus meisten virolo-
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gischen Publikationen, die sich mit der Anwendung der GEC beschäftigten, nutz-

ten diese jedoch lediglich zur Isolierung von einzelnen Antigenen und Antikör-

pern und nicht von nativen Viren.  

1970 legte Gerlich dar, daß die Obergrenze für die Separation durch GEC von 

großen Partikeln bei ungefähr 400 nm liegen müsse. In diesem Bereich sei eine 

Trennung jedoch nur noch möglich, wenn sich zwei zu trennende Partikel deut-

lich in ihrer Größe unterscheiden. Als Untergrenze nannte er eine Partikelgröße 

von 2 nm (Gerlich et al., 1970). 1971 konnte er mit Hilfe der GEC das HBsAg 

isolieren und die Größe sphärischer HBsAg-Partikel bestimmen; damit wurde der 

Grundstock für die Entwicklung eines Impfstoffes gegen HBV gelegt (Gerlich, 

1971). Erwähnenswerte Arbeiten zur Selektion ganzer humanpathogener Viren 

beschäftigen sich mit Hepatitis A (Hornbeck et al., 1975) und Hepatitis D (Bonino 

et al., 1986). Insgesamt verlor die Methode jedoch bis heute zur Größenbestim-

mung und morphologischen Charakterisierung ganzer Virionen an Bedeutung. 

Die Eigenschaften von Viruspartikeln wurden standardmäßig mit Elektronenmi-

kroskopie, Sedimentationsverhalten in der Ultrazentrifugation und der Ultrafiltra-

tion ermittelt. Die GEC hatte fortan nur eine gewisse Bedeutung bei der Reini-

gung von Proteinen z.B. im industriellen Maßstab zur Reinigung von 

Gerinnungsfaktoren aus Blutplasma. 

Nachdem bis Mitte der 1990er Jahre mit konventionellen Methoden keine befrie-

digende Größenbestimmung der meisten Flaviviridae gelungen war, erarbeitete 

C. Jursch mit Hilfe der GEC Größenbereiche für BVDV, GBV-C, HCV und HBV, 

die aber trotz der sehr arbeitsintensiven Nachweisverfahren (konventionelle 

PCR, Infektionsassays) eine große Spannweite aufwiesen (Jursch, 2000). 

 

1.4.2. Prinzip der GEC 

Mit Hilfe der GEC ist es möglich, Partikel aufgrund ihres Diffusionsverhaltens in 

einer laminaren Strömung zu trennen. Da dieser Vorgang durch den Diffusions-

koeffizienten bestimmt wird, ist der Stokes´sche Durchmesser (Ds) die bestim-

mende Größe.  

Grundprinzip der GEC ist eine in Abhängigkeit vom Partikeldurchmesser behin-

derte selektive Diffusion in eine umströmte Gelmatrix. Da den Partikeln aufgrund 

von Größenunterschieden verschieden große Diffusionsvolumina zur Verfügung 

stehen, kommt es zu einer selektiven Elution der Partikel. Den größten Partikeln, 
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die nicht in die Gelmatrix eindringen können, steht das kleinste Verteilungsvolu-

men zur Verfügung; sie werden zuerst eluiert und erscheinen im sogenannten 

Ausschlußvolumen. Kleine Partikel (z.B. kleine Moleküle wie Aceton, einfache 

Salze etc.) werden als letztes eluiert, da sie in der Gelmatrix ungehindert diffun-

dieren und ihnen damit nahezu das komplette Säulenvolumen als Verteilungsvo-

lumen zur Verfügung steht. 

Mit der GEC ist es möglich, Partikel aus Lösung, bzw. Suspension zu separie-

ren, solange Stoffe aus der Probe die Gelpartikel nicht zersetzen und die zu se-

parierenden Partikel klein genug sind, um graduell in das Gel hineindiffundieren 

zu können. Begrenzt wird die Trenneigenschaft einer GEC jedoch durch Absorp-

tionsvorgänge oder ladungsabhängige Beeinflussungen der freien Diffusion der 

Partikel, die eine größenabhängige Elution überlagern können. Die Obergrenze 

der Größe von zu trennenden Partikeln ist spätestens dann erreicht, wenn die 

Partikel, zum Beispiel Zellen aufgrund von Sedimentation nicht ausrechend dif-

fundieren. 

 

Auf eine dichte, säulenförmige Packung aus Gelperlen, einer Gelmatrix, wird ei-

ne Probe aufgetragen. Diese wird mit Hilfe eines Laufmittels über die Säule ge-

führt. Am Auslauf der Säule wird das Eluat aufgefangen und in Fraktionen unter-

teilt. Zunächst tritt nur das Laufmittel aus, das sich vor dem Auftragen der Probe 

in der Säule befunden hat, der Vorlauf. Dann erscheinen gemeinsam alle Parti-

kel, die so groß sind, daß sie über dem Trennvermögen der Säule legen. Da-

nach folgen die eigentlichen getrennten Partikel – erst große und dann immer 

kleinere, bis schließlich alle Partikel der Probe wieder ausgewaschen sind und  

nur noch das reine Laufmittel austritt. Je länger die Säule ist, desto länger haben 

die Partikel die Möglichkeit, mit der Matrix zu interagieren. Also wird durch eine 

längere Säule und eine hinreichend langsame Strömungsgeschwindigkeit die 

Trennfähigkeit verbessert.  

Nach Möglichkeit sollten alle Partikel der Probe gleichzeitig die Wanderung über 

die Matrix antreten, damit große Partikel vom „Ende“ des Probenvolumens nicht 

kleine Partikel vom „Anfang“ überholen und somit das Ergebnis verfälschen. 

Daraus folgt, daß das sinnvolle Volumen einer Probe von der Grundfläche der 

Säule abhängig ist. Für analytische Zwecke wird somit eine Säule mit einer klei-

nen Grundfläche gewählt werden. Aufgrund des Strömungsverhaltens in Wand-

nähe ist allerdings ein Durchmesser kleiner als 1,5 cm wenig sinnvoll. Für präpa-
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rative Zwecke kann der Durchmesser entsprechend der aufzutragenden Probe 

fast beliebig erweitert werden. 

 

1.4.3. Parameter zur Beschreibung der Gelsäule und ihrer Eluate 

Da es nahezu unmöglich ist, mit normalen Laborverfahren zwei Säulen in Länge 

und Packungsdichte identisch anzufertigen, wurden verschiedene Parameter 

entwickelt, um Säulen zu beschreiben und letztendlich ermittelte Elutionsvolumi-

na von Partikeln vergleichen zu können. 

 

Säulenhöhe: Höhe der Gelpackung 

V0: Ausschlußvolumen- bezeichnet das Volumen, das den Partikeln zur Verfü-

gung steht, die zu groß sind, um in die Gelmatrix hineindiffundieren zu können.  

Das V0 ist während eines GEC-Laufes dadurch definiert, daß an diesem Punkt 

alle Partikel auftauchen, die über der Trennfähigkeit der Säule liegen. Üblicher-

weise wird zur Bestimmung von V0 ein Partikel gewählt, das deutlich größer ist 

als das Trennvermögen. Dieses kann entweder extra zugeführt oder als ohnehin 

in der Probe vorhandener Bestandteil (z.B. Chylomikronen in Serum) nachge-

wiesen werden. 

Ve: Elutionsvolumen- bezeichnet das Volumen, das die Säule passieren muß, bis 

ein bestimmtes Partikel eluiert wird. Der Vergleich unterschiedlicher Partikel über 

Ve ist nur an einer identischen Gelmatrix zulässig. 

Vm: Matrixvolumen- bezeichnet jenes Volumen, das durch die Struktur der Gel-

matrix selbst belegt ist und somit keinem Teilchen zur Diffusion zur Verfügung 

steht. Bei stark quellbaren und porösen Gelen kann ein niedriges Vm von nahezu 

0 angenommen werden. (Determann, 1967) 

Vi: Inneres Volumen- bezeichnet das Volumen, das Teilchen, die komplett in die 

Gelmatrix eindringen können, zusätzlich zu V0 zur Verfügung steht. ( Vi = Volu-

men der Säule  – Vm – V0)  

Vt: Gesamtvolumen, das Partikeln innerhalb und außerhalb der Gelmatrix zur 

Verfügung steht, die komplett in die Matrix eindringen können. (Vt = Säulenvolu-

men – Vm) 
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1.4.4. Parameter zum Vergleich unterschiedlicher Gelsäulen 

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, das Ve eines nachgewiesenen Partikels in 

Bezug zu der benutzten Säule zu stellen: 

Ve / Vt oder Ve / V0: Beide Quotienten beziehen sich auf ein säulenabhängiges 

Volumen, sind unabhängig von der Geometrie der Säule aber empfindlich gegen 

Unterschiede in der Packungsdichte. Die größte Genauigkeit zeigt sich bei gro-

ßem Ve.  

Kd: Relativer Anteil an Vi, der einem Partikel (p) zur Verfügung steht, der nur 

zum Teil in die Matrix eindringen kann, so daß Ve (p)= V0 + Kd (p) Vi, oder umge-

formt:      
( )

i

0e
d

V
V-V

K =  

Dieser Parameter ist unabhängig von der Geometrie und Packungsdichte der 

Matrix. Allerdings ist Vi durch die Abhängigkeit von Vm schwierig zu bestimmen. 

Die größte Genauigkeit ist bei kleinen Molekülen zu erwarten.  

Kav: Der Quotient Kav (av: available) wurde auf der Basis eines Diffusionsmodells 

in die GEC eingeführt (Laurent et al., 1964) und ist ähnlich dem Kd unabhängig 

von der Geometrie und Packungsdichte der Gelmatrix; er hat den Vorteil, daß 

alle Volumina leicht zu messen sind. Größte Genauigkeit besitzt Kav bei großem 

Ve, also kleinen Partikeln. 

( )

( )ot

0e
av

V-V
V-V

K =  

In der Praxis hat sich die Verwendung des Kav durchgesetzt. Aus der Definition 

von Kav ergibt sich für Ve = V0 (Ausschlußvolumen) ein Kav = 0. 

Kav = 1 entspricht folglich Vt. Dadurch ist gleichzeitig abzuleiten, daß Partikel mit 

Kav < 0 nicht zu erwarten sind oder V0 falsch bestimmt wurde. Partikel mit Kav>1 

haben in einer anderen Form als der Diffusion mit der Matrix interagiert und wur-

den später ausgewaschen – entweder in Form einer Peakverschiebung oder 

kontinuierlich („Nachbluten der Säule“). 

 

1.4.5. Parameter zur Beschreibung der Trennfähigkeit 

Bestimmt man die Konzentration eines Partikels, das über eine Gelmatrix geführt 

wird am Auslass der Säule, so kann man beobachten, daß die Konzentration 

erst ansteigt und danach wieder abfällt. Die Spitze des Peaks wird als Ve des 

Partikels definiert. Im chromatographischen Idealfall (z.B. Gaschromatographie) 
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ist der Peak symmetrisch, schmal und hoch. Dieser Idealfall kann in der GEC 

jedoch nur erreicht werden, wenn das zu messende Partikel einen homogenen 

Stokes’schen Durchmesser hat (z.B. ein einfaches Molekül wie Aceton), nicht 

unspezifisch an der Matrix adsorbiert wird und die Fraktionsvolumina im Verhält-

nis zum Säulendurchmesser sehr klein sind. Die offene Weite des Peaks im 

Konzentrationsniveau 0 wird mit w bezeichnet. (Abb. 3) 

Abbildung 3: Schema des Chromatogramms eines regelmäßigen Partikels, das nicht 
mit der Gelmatrix unspezifisch interagiert (z.B. Aceton): Scharfer, symmetrischer Peak. 
(w: offene Weite des Peaks) 

 

Aus der Destillationstechnik wurde der Begriff der theoretischen Bodenhöhe 

(equivalent heigth of one theoretical plate = EHTP) übernommen, um die Trenn-

fähigkeit einer Matrix zu beschreiben. Allerdings entspricht eine Bodenhöhe in 

der Destillation ungefähr 30-50 Bodenhöhen in der Gelchromatographie. Die An-

zahl der theoretischen Böden N berechnet sich aus  








 ⋅
=

w

V4 e
2

N  

Dividiert man nun die Anzahl der Böden durch die Säulenlänge, so erhält man 

die einem Boden entsprechende Länge der Säule (EHTP). Je schmaler die Ba-

sis der Elutionskurve ist, desto kleiner wird die EHTP, d.h. um so besser wird die 

Matrix zwei unterschiedliche Peaks auflösen. Je größer die Anzahl der chroma-

tographischen Böden, desto eher ist es möglich Partikel voneinander zu diffe-

renzieren, die sich nur gering in ihrer Größe unterscheiden. Die EHTP ist abhän-

gig vom Gelmaterial, dem filtrierten Partikel und der Fliessgeschwindigkeit des 

Laufmittels. Bei bekannter Kav-Differenz zweier Partikel ist es möglich, die not-
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wendigen Ausmaße einer Gelmatrix zur Trennung zu berechnen, wenn man ihre 

EHTP kennt (Flodin, 1962). 

Bei der Chromatographie von Proteinen kann es jedoch vorkommen, daß Teile 

der Probe unspezifisch an der Gelmatrix zurückgehalten werden. Diese Anteile 

werden dann später ausgewaschen, so daß die Konzentration am Säulenaus-

gang nicht im selben Maß abfällt, wie sie ansteigt – es zeigt sich ein „Nach-

schleppen“ (Tailing). In diesem Falle wäre w – im 0-Niveau gemessen – eher 

ungeeignet, um die Trennfähigkeit zu beschreiben: Obwohl kurz vor dem Ende 

des Tailing noch ein Signal nachweisbar ist, ist trotzdem schon der allergrößte 

Teil der Probe wieder eluiert. (Abb. 4) 

Abbildung 4: Schema des Chromatogramms eines Partikels mit Tailing-Phänomen: 
Rascher Anstieg, dann immer geringer werdender Abfall. h: Höhe des Peaks, a und b: 
Symmetrieparameter in der Höhe n·h. Die Strecke a+b entspricht der offenen Weite w. 

 

Dieser Tatsache wird Rechnung getragen, indem man w über dem Null-Niveau 

mißt; beschrieben sind – mehr oder weniger willkürlich festgelegte – Messungen 

in Höhe von 10% bis 33% der Maximalkonzentration. Zur Beschreibung der 

Symmetrie kann nun der Quotient T=bn·h/an·h herangezogen werden, wobei n·h 

die Höhe ist, auf der w gemessen wird. In der Gaschromatographie geht man 

davon aus, daß ein Tailing mit einem T>3 als nicht mehr akzeptabel gilt 

(Lottspeich et al., 1998). Für die GEC von Viren gibt es hierzu keine Angaben.  
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1.5. Fragestellung der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit soll geprüft werden, ob mit chromatographischen Me-

thoden die Größe des Hepatitis-C-Virus bestimmt werden kann; dies ist bislang 

durch keine der gängigen Methoden zur Darstellung der Virusmorphologie über-

zeugend gelungen. 

Es soll untersucht werden, ob in ihrer Größe verschiedene Viruspopulationen 

vorliegen und inwieweit die virale RNA sich kongruent zu viralem Antigen (Core-

Ag) verhält. Eine mögliche Abhängigkeit der Größe von der Beladung mit Anti-

körpern ist zu prüfen. 

Die Methode der GEC zeigt besonders bei einer diskontinuierlichen Messung 

(Fraktionen) gewisse Schwierigkeiten bei der Ermittlung des Elutionsvolumens 

des mutmaßlichen Konzentrationsgipfels. Zur Auswertung der Gel-Ausschluß-

chromatographie soll daher ein mathematisches Verfahren entwickelt werden, 

das objektivierbare Ergebnisse, höhere Meßgenauigkeit und neue Parameter zur 

Beschreibung von Virusheterogenitäten erschließt. 

 



 

2. Material und Methoden 

2.1. Materialien 

2.1.1. Chemikalien 

Agarose-SEAKEM 1:1 FMC, Biozym, Hess. Oldendorf 

ECL-Detection-Reagents Fa. Amersham-Pharmacia, Freiburg,  

Kat. Nr. RPN 2109 

TEMED   Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

 

Sämtliche anderen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck 

(Darmstadt), Sigma Chemie (Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Die 

minimale Qualitätsstufe war jeweils pro analysi (p.A.).  

Das Wasser entstammt der Reinstwasseranlage (Fa. Millipore, Eschborn) des 

Instituts für Medizinische Virologie, Gießen. 

 

2.1.2. Puffer 

TNE-Puffer:  20 mM Tris 
   140 mM NaCl 
   1 mM  EDTA 
   ad 1000 mL ddH2O 
   (eingestellt mit NaOH auf pH 7,4) 
 

TBS-Puffer:  150 mM NaCl 
   1 mM  EDTA 
Tris-buffered-  15 mM Tris 
saline   ad 1000 mL ddH2O 
   (eingestellt mit HCl auf pH 7,4) 
 

PBS-Puffer:  137 mM NaCl 
   2,7 mM KCl 
   8,1 mM Na2HPO4 
   1,8 mM KH2PO4 

   ad 1000 mL ddH2O 
   (eingestellt mit HCl auf pH 7,4)  
 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE): 
 
PAGE-Monomer- 30 % (300,0 g) Acrylamid 
Stammlösung 0,8 % (8.0 g)  Bis-Acrylamid 
   ad 1000,0 mL Aqua bidest. 
   Lagerung unter Lichtschutz bei 4° C 
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PAGE-   1,5 M (36,3 g)   Tris-HCl pH 8,8 
Trenngelpuffer 0,1 % (1,0 mL)  SDS 20 % aq. 
(4x)   ad 200,0 mL   Aqua bidest. 
 

PAGE-   0,5 M (12,1 g)   Tris-HCl pH 6,8 
Sammelgelpuffer 0,1 % (1,0 mL)  SDS 20 % aq. 
(4x)   ad 200 mL   Aqua bidest. 
 

PAGE-   11,25 mL  Tris 1,0 M pH 6,8 
Probenpuffer  27,0 mL  SDS 20 % aq 
(4x)   6,75 mL  Glycerin 
   20 % (w/v)  DTT (vor Gebrauch zugeben) 
 

PAGE-   0,25 M   Tris-HCl pH 8,3 
Laufpuffer  1,92 M (288,26 g) Glycin 
(10x)   1 % w/v (100 mL) SDS 20 % aq. 
   ad 2000,0 mL  Aqua bidest. 
 

Transferpuffer  8,25 mM (12,0 g) Tris 
   0,77 mM (57,6 g) Glycin 
   15 % (600,0 mL) Methanol 
   ad 4000,0 mL  Aqua bidest. 
 

DEPC-Wasser : Zu 100 mL Aqua bidest., werden 1% (100µL) DEPC (Di-
ethylpyrocarbonat 97%, Fa. Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. 15,922-0/25) 
hinzugefügt, über Nacht bei 37°C inkubiert und zweimalig au-
toklaviert. Das fertige RNase-freie Wasser wird aliquotiert und bei 
–20°C gelagert. 

 
Vorbereitung von Pufferlösungen zur Verwendung als GEC-Laufpuffer: 

Die verwendete Pufferlösung wird in einer Schottflasche mit einem Rührfisch 

autoklaviert und nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur (Tr) in einen Exsikka-

tor gestellt, der sich auf einem Magnetrührer befindet. Mittels einer Saugpumpe 

wird ein Unterdruck erzeugt. Unter ständigem Rühren wird der Puffer für 5 min 

dem Unterdruck ausgesetzt und somit entgast. 

 

2.1.3. Antikörper und Referenzmaterialien 

Referenzproteine und Längenstandards 

Rainbow-Marker low für die SDS-PAGE: 

(Fa. Amersham-Pharmacia, Freiburg, Kat. Nr. RPN 755) mit folgenden Moleku-

largewichten (in kD): 45/ 30/ 20,1/ 14,3/ 6,5/ 3,5/ 2,5 

 

 

 



2. Material und Methoden  

 

27

1kB DNA Leiter  für die Agarosegel-Elektrophorese:   

(Fa. Life Technologies, Karlsruhe) mit folgenden Fragmentgrößen (in bp): 

12216,11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036, 1636, 

1018, 517, 506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75 

 

pUC-Mix DNA-Größen-Marker 8 für die Agarosegel-Elektrophorese:  

(Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot) mit den Fragmentgrößen (in bp): 

1114, 900, 692, 501/489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110, 67, 37/34/26/19 

 

Antikörper 

Anti-human-IgG: „Affine Pure Donkey Anti-human-IgG (H+L)“, Kat. 709-005-

149, Fa. Dianova, Hamburg 

Anti-Maus-IgG: „Affine Pure Goat Anti-mouse-IgG (H+L)“, Kat. 115-005-100, Fa. 

Dianova, Hamburg 

Anti-HCV-Core-Ak: Mix aus drei monoklonalen Antikörpern, Peroxidase-

markiert, aus dem Trak-C Assay für HCV-Coreprotein der Firma Ortho, Raritan 

(NJ), USA 

 

2.1.4. Seren 

A: Serum ID 245 der Sammlung des Institutes. Gefrierplasma eines klinisch 

asymptomatischen Blutspenders des ÖRK Blutspendedienstes Linz/ Österreich 

aus dem Jahre 1992. Von der Transfusion ausgeschlossen wegen erhöhter 

Transaminasen. Anti-HCV positiv, HCV RNA-Konzentration 1·106 IU/mL. 

B: Serum ID 90 der Sammlung des Institutes. Vollblutspende 98/074345 eines 

Blutspendedienstes, vermutlich noch in der akuten Phase. Durch die Vorspende 

dieses Spenders fand die Infektion der Patientin E statt. HCV RNA-

Konzentration 4·105 IU/mL. 

C: Serum ID 91 der Sammlung des Institutes. Anti-HCV negativer Blutspender. 

Serum überlassen von Dr. K. Heermann, Göttingen. HCV RNA-Konzentration 

2,5·106 IU/mL. 

D: Serum ID 166 der Sammlung des Institutes. Anti-HCV negativer Patient. Se-

rum überlassen von Prof. Dr. Scharf, Düsseldorf. HCV RNA-Konzentration 

3,7·106 IU/mL. 
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E: Serum einer Patientin, die aufgrund einer chronisch myeloischen Leukämie 

unter chemotherapeutischer Immunsuppression stand und in der thrombo-

zythopenischen Phase über ein kontaminiertes Thrombozytenkonzentrat mit 

HCV infiziert wurde (Busch et al., 2003, Schüttler et al., 2000). HCV RNA-

Konzentration 3·106 IU/mL. 

F: Serum eines chronisch HCV-positiven Patienten der nephrologischen Ambu-

lanz des Klinikums der JLU. Immunsuppression bei Zustand nach Nierentrans-

plantation. Gegenüber allen anderen Seren zeichnet es sich dadurch aus, daß 

es vor der GEC nicht eingefroren war, sondern direkt nach Abnahme analysiert 

wurde. HCV RNA-Konzentration 8·106 IU/mL. 

G: Serum ID 259 der Sammlung des Institutes. Hochvirämischer Patient in der 

Frühphase einer HBV-Infektion. HBV DNA-Konzentration 1·109 GE/mL. 

H: Serum eines frisch geboosterten Polio-Impflings (Salk-Totimpfstoff) Die Vor-

impfung erfolgte mit oraler Polio-Vaccine. 

 

2.1.5. Oligonukleotide und Hybridisierungs-Sonden 

Alle eingesetzten Primer wurden von Fa. MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert 

und HPLC-gereinigt. Die Hybridisierungssonden mit Fluorophoren (Hybprobes) 

wurden von der Firma TIB-Molbiol, Berlin hergestellt. Primer und Hybprobes 

wurden nach Synthese in lyophilisiertem Zustand angeliefert. Die Volumina zur 

Lösung ergaben sich aus der vom Hersteller angegebenen Masse der syntheti-

sierten Nukleotide. Die Primer wurden mit DEPC-gereinigtem Wasser auf eine 

Konzentration von 100 mM eingestellt und auf eine Gebrauchskonzentration 

von 10 mM aliquotiert. Die Hybprobes wurden mit DEPC-Wasser auf eine Kon-

zentration von 8 pM/µl eingestellt. Die Lagerung erfolgt bei –20°C. Für die PCR 

von HCV und HBV konnte auf im Institut bereits etablierte Methoden zurückge-

griffen werden. Für die anderen Viren wurden neue Methoden etabliert. Die 

Primer wurden nach einem Sequenzvergleich von mindestens 5 bekannten Se-

quenzen manuell ausgewählt. 

Die Ziele der Primer und Sonden sind: BV: Bovines Virus-Diarrhoe Virus 

(BVDV), SV1: Simian Virus 40 (SV40), PVSab1: Poliovirus Impfstamm Sabin I, 

B19-1: Parvovirus B19, SFV1: Semliki-Forest-Virus (SFV). s bezeichnet den 
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Sense-Primer, as den Antisense-Primer. LC steht für ein LightCycler Rot, FL für 

ein Fluoreszein-Molekül. 

 

Sonden Sequenz (5’->3’) 
Tm 

[°C] 
Position 

Genbank 
Nummer 

HCV LC (LCRed640)TGC CTG ATA GGG TGC TTG CAG T-p 65,9 -52 bis  
-30 M58338 

HCV FL GGT CGC GAA AGG CCT TGT GGT A(FLGreen) 65,3 -75 bis  
-54 M58338 

HBV-
XBFL 

ACG GGG CGC ACC TCT CTT TAC GCG G(FLGreen) 72,5 1519-
1543 X51970 

HBV-
XBLC 

(LCRed640)CTC CCC GTC TGT GCC TTC TCA TCT GC-
p 

69,8 1545-
1570 X51970 

 

Primer Sequenz (5’->3’) Tm [°C] Position 
Genbank  
Nummer 

HCV-NCR-s149 TGC GGA ACC GGT GAG TAC A 62,3 -193–(-175) M58338 

HCV-NCR-as342 CTT AAG GTT TAG GAT TCG TGC TCA T 61,3 24 – 1 M58338 

BV-s-NCR CAT GCC CTT AGT AGG ACT AGC 52,8 105-125 AF220247 

BV-as-NCR TCC ATG TGC CAT GTA CAG CAG 58,6 387-367 AF220247 

SV1-s AAA GTC CTT GGG GTC T 59,8 4353-4374 AF33256 

SV1-as GGA GCA GTG GAA T 60,4 4482-4468 AF33256 

PVSab 1-s AGG TCA GAT GCT TGA AAG C 58,0 243-261  A13892 

PVSab1-as TCC ACT GGC TTC AGT GTT 57,6 339-322 A13892 

B19-1-s CCA TGC CTT ATC CAG 53,7 2876-2897 AF162273 

B19-1-as ATG AAT CCT TGC AGC AC 50,4 2988-2969 AF162273 

HBV-X2as TGC AGA GGT GAA GCG AAG TGC ACA 67,1 1601-1578 X51970 

HBV-X2s GAC GTC CTT TGT YTA CGT CCT GTC 63,5 1413-1436 X51970 

SFV1-s CTC CGC AAG AAG CAA T 49,2 770-785 X04129 

SFV1-as CGG GGC ACA TAG TGA T 51,7 971-965 X04129 

 

2.1.6. PCR-Reagenzien 

LightCycler RNA Amplification Kit SYBR Green I 

 Kat. Nr. 2 015 137, Roche Diagnostics, Mannheim 

 
LightCycler RNA Amplification Kit Hybridization Probes 

 Kat. Nr. 2 015 145, Roche Diagnostics, Mannheim 

 
LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes 

 Kat. Nr. 3 003 248, Roche Diagnostics, Mannheim 

 
Die Kits enthalten jeweils den Reaktionsmix mit PCR-Puffer und DNTPs, die 

Polymerase und Magnesiumchlorid. 
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SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain 

 Kat. Nr. 1 988 131, Roche Diagnostics, Mannheim 

 Die Lösung wird 1:900 mit DEPC-Wasser verdünnt.  

 

2.1.7. Geräte 

Agarosegel-Elektrophoresekammern  Werkstatt des Institutes 

Blot-Kammer      Stratagene, Heidelberg 

Chromatographiesäulen XK 16/100, 26/70 Amersham-Pharmacia, Freiburg 

Durchflußphotometer Uvicord SD  Amersham-Pharmacia, Freiburg 

Elektronenmikroskop EM 10 CR   Zeiss, Oberkochen 

Fraktionssammler HeliFrac   Amersham-Pharmacia, Freiburg 

Gelkamera CS1, Thermodrucker, Monitor Cybertech, Berlin 

Inkubator für Mikrotiterplatten Typ 1410  iEMS, Finnland   

LightCycler Realtime PCR-Gerät   Roche Diagnostics, Mannheim 

Peristaltikpumpe P1    Amersham-Pharmacia, Freiburg 

Photometer für Mikrotiterplatten LP400  Pasteur Diagnostics, Frankreich 

Photometerschreiber REC 101   Amersham-Pharmacia, Freiburg 

Probenverteiler V7     Amersham-Pharmacia, Freiburg 

Röntgenfilmentwickler Curix 60   AGFA, Mortsel, Belgien 

SDS-Gelkammern und Zubehör   Stratagene, Heidelberg 

Spannungsgerät Feathervolt   Stratagene, Heidelberg 

Spectrophotometer-Dual DU 70   Beckman, München 

Thermocycler Hybaid Omni Gene  MWG Biotech, Ebersberg 

Transilluminator (UV)    Cybertech, Berlin 

Ultrazentrifuge Beckman L5-50   Beckman, München 

UZ-Rotor TST 41-14    Kontron, Großbritannien 

Waschgerät für Mikrotiterplatten Columbus SLT, Österreich 

Zentrifuge Biofuge 1512    Heraeus, Osterode/Harz 

Zentrifuge Eppendorf 5417C   Eppendorf, Hamburg 
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2.2. Methoden 

2.2.1. Immunblot 

Die Originalvorschrift für eine diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelek-

trophorese (PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970) wurde in ihrer Anpassung 

auf virologische Besonderheiten mit nachfolgendem Immunblot nach Heermann 

und Gerlich (Heermann et al., 1988) verwendet. 

 

2.2.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Für ein 12% Polyacrylamidgel wurden 28 mL Acrylamid/Bis-Acrylamid-Stamm-

lösung, 17,6 mL 4xTrenngelpuffer (pH 8,8), 24 mL Aq. bidest. und 56 µl TEMED 

gemischt, die Polymerisation mit 340 µl 10% Ammoniumpersulfat gestartet. Die 

Mischung wurde umgehend bis ca. ¾ der Höhe in eine Gelkammer eingefüllt 

(„Mighty small“-Kammer, Fa. Hoefer bzw. Nachbau durch die Werkstatt) und 

vorsichtig mit 2-Propanol überschichtet. 

Nach erfolgter Polymerisation wird das 2-Propanol entfernt, das Sammelgel 

eingefüllt und die Kämme eingesetzt. Das 5%ige Sammelgel (pH 6,8) besteht 

aus 2,5 mL Acrylamid/Bis-Acrylamid-Stammlösung, 3,7 mL Sammelgel-Puffer, 

7,3 mL Aq. bidest., 17 µl TEMED und 0,01% Bromphenolblau; zur Polymerisati-

on werden 70 µl frisch angesetztes 10% Ammoniumpersulfat zugesetzt. 

Die Proben werden in 1x Laemmli-Puffer/1%dTT aufgenommen und 5 Min. bei 

95° C inkubiert. Nach Auftragen der Proben erfolgt die Auftrennung mit PAGE-

Laufpuffer bei ca. 18 mA/200 V für etwa 2 h. 

 

2.2.3. Western-Blot 

Um die Blot-Membran (Immobilon PVDF [Polyvinylidendifluorid] Transfer-

Membran, Fa. Millipore Kat. Nr. IVPH 00010) hydrophil zu äquilibrieren wurde 

sie wie folgt vorbehandelt: 5 s Methanol, 2 Min. in Aq. bidest. auswaschen, 5 

Min. in Blot-Puffer äquilibrieren. Nach erfolgter Elektrophorese wird das Gel auf 

ein mit Blot-Puffer getränktes Filterpapier gelegt, die vorbereitete PVDF-

Membran blasenfrei mit dem Gel in Kontakt gebracht, und ein weiteres Filterpa-

pier aufgeschichtet. Der Transfer erfolgt in einer Blot-Kammer in Transfer-Puffer 

bei 35 mA/20 V über Nacht. 
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Nach dem Transfer wird die Membran kurz mit TBS gewaschen und dann über 

Nacht geblockt. (0,5x Rotiblock (Fa. Roth, Karlsruhe, Kat.Nr. A151.1), 4% 

Magermilch, 0,5%Tween 20). Es erfolgt dann die Inkubation mit einem Peroxi-

dase-markierten Antikörper für 1 h bei Tr in TBS/0,1% bovines Serumalbumin 

(Fa. Roth, Karlsruhe, Kat.Nr. 8076.2); die Membran wird hierzu in Polyethylen-

Folie eingeschweißt und auf einen Rüttler gelegt. Bei dem Antikörper handelt es 

sich um den Antikörper des HCV-Core-Elisa der Firma Ortho Diagnostics, der 

Antikörper wird in einer Verdünnung von 1:1000 eingesetzt. Die Membran wird 

danach kurz mit TBS abgespült und viermal für 10 Min. gewaschen: einmal in 

TBS/0,1% Tween 20, dreimal in TBS.  

 

Antikörpernachweis auf Blotmembran 

Zum Nachweis der Peroxidase-markierten Ak wird die ECL (Enhanced chemi-

luminescence)-Methode angewandt. Hierzu wird die Membran in der einge-

schweißten Folie für 1 Min. in der Dunkelkammer mit dem ECL-Detection Rea-

gens (Fa. Amersham-Pharmacia, Freiburg, Kat. Nr. RPN 2106) inkubiert, die 

Lösung entfernt und die eingeschweißte Membran auf einen Röntgenfilm (Hy-

perfilm, Fa. Amersham-Pharmacia, Freiburg, Kat. Nr. RPN 2103K) gelegt. In 

der Regel genügt eine Exposition für 20 s bis 3 Min.. 

 

2.2.4. Pelletierung von Viruspartikeln in der Ultrazentrifuge 

Zur Vorbereitung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit  

1%BSA / TNE  abgesättigte Ultrazentrifugenröhrchen (14x95 mm, Fa. SCI, 

München, Kat.Nr. 7031) mit einem 50 µL Kissen aus 60% Sucrose am Boden 

versehen und dann vollständig mit Fraktionen aus den beiden Peaks und deren 

Nachbarfraktionen aufgefüllt. Dann erfolgte die Ultrazentrifugation mit 34 000 

U/min bei 4°C (Rotor TST 41-14) für 1 h. Anschließend wurde der Überstand 

vorsichtig bis auf ca. 100 µL abgehoben und die pelletierten Viren darin re-

suspendiert. 

 

2.2.5. Elektronenmikroskopische Darstellung virusassoziierter Partikel 

Ein auf 4°C gekühlter Metallblock wird mit Parafilm überzogen und auf diesem 

30 µL der Proben aufgebracht. Der elektronenmikroskopischen Probenträger 
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(Grids) wird auf die Probe aufgelegt und für 15 min. inkubiert. Anschließend 

wird die Flüssigkeit mit Filterpapier abgesaugt und die Probe mit 1% Uranylace-

tat für eine Minute beschichtet, die überschüssige Lösung wieder entfernt und 

das Präparat getrocknet. Nach dieser Negativ-Kontrastierung können die Grids 

im Elektronenmikroskop betrachtet werden. 

 

2.2.6. Extraktion viraler Nukleinsäure 

Zur Extraktion der viralen RNA aus Serum oder GEC-Eluaten wurde das Viral 

RNA Mini Kit (Kat.-Nr. 52906), zur Extraktion viraler DNA das QIAmp DNA Mi-

nikit (Kat.-Nr. 51306) der Firma Qiagen verwendet. Diese Methoden beruhen 

auf der selektiven Affinität von Nukleinsäuren zu einer Silikamatrix, sie unter-

scheiden sich lediglich in dem verwendeten Detergenz zur Lyse der viralen Par-

tikel. Vor dem Auswaschen der Nukleinsäuren wurde eine zusätzliche Zentrifu-

gation ohne Waschlösung durchgeführt, um den Alkohol zuverlässig aus der 

Matrix zu entfernen. Die Elution der Nukleinsäuren erfolgte nicht mit dem beige-

legten Puffer, der die LC-PCR inhibieren kann, sondern mit DEPC-Wasser, da 

hierdurch keine zusätzlichen Salze in den Meßansatz des Lightcyclers überführt 

werden.  

 

2.2.7. Quantifizierung viraler Nukleinsäure (real-time PCR) 

Das Prinzip realtime PCR mit dem LightCycler-System ist eine Weiterentwick-

lung der Standard-PCR. Während bei der Standard-PCR der quantitative 

Nachweis eines Genoms nur durch Endpunkttitration möglich ist, misst man bei 

der sog. Real-time PCR nach jedem Amplifikationszyklus ein Signal. Aus der 

Veränderung dieses Signales kann auf die Ausgangskonzentration zurückge-

schlossen werden. Außerdem kann nach der beendigter Amplifikation die Spe-

zifität des amplifizierten Produktes durch eine Schmelzkurvenanalytik bestimmt 

werden.  

 

Um die Amplifikatkonzentration kontinuierlich zu messen, wird zwischen zwei 

Zyklen die Probe mit einem Lichtstrahl angeregt und ihre Fluoreszenz ermittelt, 

die der Amplifikatmenge proportional ist. Hierbei kommen zwei verschiedene 

Systeme zum Einsatz: 
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Bei der SYBR-Green Methode lagert sich der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-

Green in die Doppelstrangstruktur des Amplifikates ein und kann dann durch 

UV Licht angeregt werden.  

Bei der HybProbe-Methode lagern sich während des Annealing Hybridisie-

rungssonden an die einsträngige cDNA an. Dabei handelt es sich um Oligo-

nukleotide, die – ähnlich Primern – an der für sie spezifischen Position der 

cDNA binden und paarweise eingesetzt werden. Von Primern unterscheiden sie 

sich dadurch, daß sich bei einer HybProbe am 3´-Ende ein Fluoreszeinmolekül 

(Donor), am 5´-Ende der anderen ein LC-Rot-Molekül (Akzeptor) kovalent ge-

bunden ist. Um zu verhindern, daß die Akzeptor-Sonde ihrerseits als Primer 

wirken kann, ist sie an ihrem 3´-Ende methyliert. Lagern sich nun beide Sonden 

mit ihren Köpfen in einem Abstand von 1-5 Basen an die cDNA an, transferiert 

der Donor nach Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge Energie an 

den Akzeptor. Dieser strahlt dann Licht einer anderen Wellenlänge ab (Fluores-

cence Resonance Energy Transfer: FRET, s. Abb. 5). Das abgestrahlte Licht 

wird gemessen. Die Wellenlänge des abgestrahlten Lichtes ist abhängig vom 

verwendeten LC-Rot. Dadurch ist es möglich, in einem Ansatz Hybprobes ver-

schiedener Spezifität einzusetzen, die beispielweise zur Detektion unterschied-

licher Genotypen genutzt werden können. (Übersicht FRET: Didenko, 2001) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Prinzip der Hybprobe-Methode: Die Energie einstrahlenden Lichtes (Ex-
citation) wird vom Fluoreszein durch FRET auf das LC-Red übertragen und mit einer 
anderen Wellenlänge abgestrahlt (Emission)  

 

Zur Quantifizierung wird in jedem Zyklus der PCR die Fluoreszenz gemessen; 

bei der SYBR-Green-Methode nach der Elongation, bei der HybProbe Methode 

nach der Annealing-Phase. Eine Erhöhung der Spezifität ist möglich, wenn vor 

der Messung die Temperatur soweit erhöht wird, daß Hybprobes, die trotz ein-

zelner Fehlpaarungen an die cDNA gebunden haben, wieder abfallen, bzw. 

 

LC - Red   Fluoreszein   

Emission   Excitation   

FRET   

3‘   
5‘   

5‘   
3‘   
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Fehlamplifikate bei der SYBR-Green-Methode schon wieder auseinander ge-

schmolzen sind. 

Eine Hintergrundfluoreszenz ist von Anfang an vorhanden, die in allen Proben 

annähernd gleich ist. Solange sich noch wenig PCR-Produkt im Ansatz befin-

det, ist eine Zunahme der Fluoreszenz praktisch nicht meßbar. Schließlich ist 

soviel PCR-Produkt vorhanden, daß zwischen zwei Messungen diskriminiert 

werden kann. Später wächst die Zunahme der Fluoreszenz exponentiell an, 

geht dann aber in eine Plateauphase über, wenn gegen Ende des Laufes alle 

fluoreszierenden Moleküle an Amplifikat gebunden sind, bzw. die freien desoxy-

Nukleotidtriphosphate (dNTP) in ihrer Konzentration sinken oder die Aktivität 

der Polymerase nachläßt.  

Die gemessenen Fluoreszenzaktivitäten werden in Bezug zur Anzahl der ver-

strichenen Zyklen grafisch dargestellt. Der Zeitpunkt der maximalen Fluores-

zenzzunahme wird ermittelt, indem eine Regressionsgerade durch Punkte auf 

der Fluoreszenzfunktion gelegt und ihr Schnittpunkt mit der Zeitachse errechnet 

wird (Crossing point). Dieser ist umso früher, je mehr cDNA in der ursprüngli-

chen Probe war. Die Anzahl der Punkte, durch die die Regressionsgerade defi-

niert wird (Fit points) kann durch den Benutzer festgelegt werden. Dabei dürfen 

die Fit points nur im exponentiellen Bereich des Signalzuwachses liegen, da der 

Crossing point sonst in Richtung kleinerer Zyklenzahlen verschoben wird. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Lightcycler-Laufes mit 6 Proben. (Ver-
dünnungsreihe des B19-Standards) Bei der 5. Probe wurde der Crossing point (←) mit 
der Baseline durch die 3 eingetragenen Fit points bestimmt. ▬ Regressionsgerade x 
Fit points 

 

Durch das Mitführen der Verdünnungsreihe eines Standards kann der DNA-

Gehalt der Probe quantifiziert werden, indem man die bekannte Konzentration 

gegen die Schnittpunkte mit der Zeitachse in einer Grafik in halblogarithmischer 

Darstellung aufträgt, eine Regressionsgerade einzeichnet und nun die unbe-

kannte Konzentration anhand ihres Schnittpunktes mit der Gerade ermittelt. 

Dies wird durch einen Algorithmus in der LightCycler Software automatisch ge-

neriert (Abb. 7). Üblicherweise wird die Konzentration in DNA-Molekülen pro mL 

angegeben. Die DNA-Moleküle werden vom Hersteller Roche als „copies“ be-

zeichnet.  
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Abbildung 7: Beispiel für die Ermittlung einer unbekannten Konzentration mit Hilfe der 
Regression durch die Crossing Points (+) des Standards aus Abb. 6 . 

 

Zur Spezifitätsprüfung dient die Schmelzkurvenanalytik. Nach Ende des letzten 

Zyklus folgt eine weitere Denaturierung und anschließend ein letztes Annealing. 

Bei der SYBR-Green-Methode lagern sich nun die beiden Komplementärsträn-

ge aneinander � und zwischen ihnen das SYBR-Green � an. Bei der HybPro-

be-Methode lagern sich die Hybprobes an ihre spezifischen Positionen an. 

Nun wird die Probe in 0,1 °C Schritten erhitzt und jedes Mal die Fluoreszenz 

gemessen. An der für die Länge des Amplifikates spezifischen Schmelztempe-

ratur (SYBR-Green), bzw. der beiden Hybprobes fällt der Doppelstrang ausein-

ander und die Fluoreszenz nimmt ab. Die negative erste Ableitung der Fluores-

zenz gegen die Temperatur (-dF/dT) zeigt als ihr Maximum den Schmelzpunkt 

an. Als anschauliches Beispiel mag Abb. 8 dienen: 
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Abbildung 8: Beispiel für die Schmelzkurven zweier PCR-Ansätze. ▬▬ Probe A: 
HCV positiv, Spezifisches Produkt bei 68°C,   ▬▬ Probe B: negativ  

 

Probe A hat eine sehr enge Schmelzkurve, so daß davon ausgegangen werden 

kann, daß sich alle Hybprobes gleichzeitig lösen. Bei SYBR-Green zeigt sich 

ein ähnliches Bild, dies bedeutet hier jedoch, daß die DNA-Doppelstränge 

gleichzeitig auseinanderfallen. Das Amplifikat sollte also hoch-spezifisch sein. 

Bei Probe B ist der Signalabfall über das gesamte Temperaturspektrum gleich-

mäßig, weshalb keine spezifischen Bindungen vorzuliegen scheinen; es zeigt 

somit kein Amplifikat an. 

Während auf diese Weise bei der SYBR-Green-Methode nur eine geschätzte 

Aussage über die Länge des entstandenen Amplifikates oder etwaiger entstan-

dener Nebenprodukte gemacht werden kann, bietet die HybProbe-Methode den 

Vorteil, daß eine Aussage über die Spezifität des Amplifikates möglich ist: Bei 

einem Amplifikat, für das die Hybprobes nicht spezifisch sind, binden sie nicht – 

es entsteht kein Signal. Die Hybprobes können jedoch – genau wie Primer – 

einzelne Fehlpaarungen während des Annealing tolerieren, so daß sie sich 

auch an Mutationen anlagern können; allerdings bricht der Doppelstrang nun 

schon bei niedrigeren Temperaturen auseinander. Liegt die Schmelztemperatur 
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einer Probe niedriger als zu erwarten ist, ist dies ein Hinweis darauf, daß sich 

innerhalb einer Hybprobe eine oder mehrere Fehlpaarungen mit der cDNA be-

finden � zum Beispiel bei einem anderen Genotyp, dessen Mutation sich inner-

halb des Gegenstranges der Sonde befindet. 

 

2.2.7.1. Praktische Durchführung der LC-PCR  

Die verwendeten Protokolle zum Nachweis aller verwendeten Viren haben fol-

gende Gemeinsamkeiten: Beim Nachweis viraler RNA werden zunächst zur 

Entfaltung möglicher Sekundärstrukturen 10 µl der extrahierten RNA mit 1 µl 

des as-Primers (10 mM) für eine Minute bei 95 °C und eine Minute bei 56 °C 

inkubiert.  

Als Standard wurde entweder ein am WHO-Standard geeichtes Patientenserum 

oder – bei der Beurteilung von GEC-Läufen mit „Eichviren“ – die unverdünnte 

Probe verwendet. Der Standard wird mindestens 3 mal um eine LOG-Stufe ver-

dünnt, so daß mindestens 4 Standards verwendet werden. Wasser wird als Ne-

gativkontrolle mitgeführt. Die Erfahrung mit anderen Amplifikaten hat gezeigt, 

daß bei einer Konzentration von ungefähr 1·106 Kopien/mL und optimaler Effi-

zienz der Amplifikation (Slope 3,1 bis 3,4) der Crossing Point bei ungefähr 24 

Zyklen liegt. Bei Eichviren mit unbekannter oder einer durch andere Techniken 

als PCR bestimmten Konzentration, wurden (falls nicht anders angegeben) die 

Standards deshalb so abgeglichen, daß ein Signal mit Crossing-Point 24 Zyklen 

1·106 GE/mL entspricht. 

Mastermix und Probe werden in eine LC-Kapillare pipettiert, bei 1500 U/Min 30  

sec. zentrifugiert und dann in das LC-Karussel eingesetzt. 

Die Annealingtemperatur während der Amplifikation wird im Sinne einer Touch-

down PCR variiert, um die Spezifität der Amplifikation in der Anfangsphase der 

PCR zu erhöhen und unerwünschte Nebenprodukte durch Selbstkomplementa-

rität der Oligonukleotide oder Amplifikation unspezifischer DNA bei niedrigen 

Temperaturen zu vermeiden. Beim ersten Zyklus findet das Annealing bei 64°C  

statt, bei jedem weiteren Zyklus erniedrigt sich die Temperatur um 1°C bis sie 

schließlich für den Rest des Laufes bei 54-50 °C stattfindet. Da nach unseren 

Erfahrungen die Polymerase bei langsamerer Erhitzung für den Elongations-

schritt größere Effektivität aufweist, wird die Geschwindigkeit der Aufheizung 

der Kapillare auf maximal 2°C/s begrenzt, während sonst Heizgeschwindigkei-

ten von 20°C/s möglich sind. 
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Die Signalaquisition erfolgt bei der SYBR-Green-Methode etwa 1° unter der 

Temperatur des Schmelzpunktes des Amplifikates. Bei der HybProbe-Methode 

ist zu berücksichtigen, daß die beiden Sonden unterschiedliche Schmelzpunkte 

haben können. Die Signalaquisition erfolgt im etwa 0,5° unterhalb des niedrige-

ren Schmelzpunktes der beiden Sonden. 

Direkt nach der Amplifikation wird die Schmelzkurvenanalytik durchgeführt. Da-

zu werden nach Denaturierung und Annealing von der Start- bis zur Endtempe-

ratur die Proben um jeweils 0,1°C erwärmt und die Fluoreszenz kontinuierlich 

gemessen. Bei der Etablierung einer Methode wurde die Länge des Amplifika-

tes anschließend durch Elektrophorese im Agarose-Gel (1,5%) überprüft. Bei 

den folgenden Läufen wurde die Spezifität dann lediglich durch die Schmelz-

kurve bestimmt. Für die Bestimmung von HCV-RNA und HBV-DNA konnte auf 

im Institut bereits etablierte Methoden zurückgegriffen werden; für die Quantifi-

zierung von Semliki Forest Virus (SFV), Simian Virus 40 (SV40), Poliovirus 

Impfstamm Sabin I, Bovines Virus Diarrhoe Virus (BVDV) und Parvovirus B19 

wurden im Rahmen dieser Arbeit neue Protokolle entwickelt. 

 

2.2.7.2. Real-time RT-PCR von HCV-RNA 

Methode nach (Schüttler et al., 2004): 

Mastermix je Probe: 

        Endkonzentration 
4    µl  Reaction Mix (enthält 3mM MgCl2) 
3    µl  25 mM Magnesiumchlorid      6,75 mM 
1    µl  10mM Primer sense (HCV NCR s149)    50 pM 
1    µl  10mM Primer anti-sense (HCV NCR as342)   50 pM 
1    µl  8mM Hybprobe LC Red (HCV LC)   40 pM 
0,5 µl  8mM Hybprobe FL-Green (HCV FL)   20 pM 
0,1 µl Wasser 
0,4 µl  Enzymmix (RT/ Polymerase) 
 
entspricht 11 µl/ Ansatz, dazu 9 µl RNA Extrakt 
PCR Reagenzien aus dem RNA HybProbe Kit der Fa. Roche. 
 

Als Standard wird ein Patientenserum verwendet, das am WHO-Standard 
96/790 geeicht und auf 1·106 IE/mL eingestellt ist (Schüttler et al., 2004). Durch 
den Überschuß des LC Red wird ein stärkeres Signal erzeugt, als dies bei ei-
nem 1:1 Verhältnis von LC Red und FL Green erreicht wird. 
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Abschnitt Zyklen  Temperatur [°C] Dauer [s] 

Reverse 

Transkription 

1  55 720 

Denaturierung 1  95 30 

Amplifikation 45 Denaturierung 95 3 

  Annealing  

Fluoreszenzmessung  

64-54 

step size 1 

7 

  Elongation 72 14 

Schmelzen 1 Denaturierung 95 10 

  Annealing 50 15 

  Melting 50-90 0 

Kühlen 1  40 60 

 

 

2.2.7.3. Real-time PCR für HBV-DNA 

Methode nach (Jursch et al., 2002): 

Mastermix je Probe: 

        Endkonzentration 
2,6 µl  Wasser 
2,4 µl  25 mM Magnesiumchlorid     6 mM 
1    µl  10 mM Primer sense (HBV X2s)    50 pM 
1    µl  10 mM Primer antisense (HBV X2as)   50 pM 
0,5 µl  8 mM FL-Green (HBV XBFL)    20 pM 
0,5 µl  8 mM LC-Red (HBV XBLC)    20 pM 
2    µl  Fast Start Reaktionsmix (enthält 6 mM MgCl2) 
 
entspricht 10 µl/ Ansatz, dazu 10 µl DNA Extrakt 
PCR Reagenzien aus dem DNA HybProbe Kit der Fa. Roche. 
 
Als Standard wird ein Patientenserum verwendet, das eine Konzentration von 
6,25·106 Ge/mL aufweist. Es werden 4 Verdünnungstufen mitgeführt.  
 

Abschnitt Zyklen  Temperatur [°C] Dauer [s] 

Aktivierung 1  95 600 

Amplifikation 45 Denaturierung 95 10 

  Annealing 

Fluoreszenzmessung  

64-52 

step size 1 

15 

  Elongation 72 13 

Schmelzkurve 1 Denaturierung 95 10 

  Annealing 50 15 

  Melting 50-95 0 

Kühlen 1  40 30 
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2.2.7.4. Real-time RT-PCR von BVDV-RNA 

Im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode. 

Mastermix je Probe: 

        Endkonzentration 
4    µl  Reaction Mix (enthält 3mM MgCl2) 
3    µl  25 mM Magnesiumchlorid     6,75 mM 
1    µl  10 mM Primer sense (BV-s-NCR)   50 pM 
1    µl  10 mM Primer antisense (BV-as-NCR)   50 pM 
1,6 µl  Wasser 
0,4 µl  Enzymmix (RT/ Polymerase/ SYBR-Green) 
 
entspricht 11 µl/ Ansatz, dazu 9 µl RNA Extrakt 
PCR Reagenzien aus dem RNA SYBR-Green Kit der Fa. Roche. 

 

Als Probe, bzw. Positivkontrolle und Standard diente die unverdünnte Probe 
(Zellkulturstamm BVDV Osloss, TCID50 106 – 107/mL, freundlicherweise über-
lassen von Dr. M. König, Institut für Virologie, Fachbereich Veterinärmedizin, 
Gießen). 
 
Abschnitt Zyklen  Temperatur [°C] Dauer [s] 

RT 1  55 720 

Denaturierung 1  95 30 

Amplifikation 40 Denaturierung 95 3 

  Annealing  62-49, step size 1 7 

  Elongation 72 14 

  Signalaquisition 86 1 

Schmelzen 1 Denaturierung 95 10 

  Annealing 65 15 

  Melting 65-95 0 

Kühlen 1  40 60 

 

 

2.2.7.5. Real-time RT-PCR von Poliovirus-RNA 

Im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode. 

Mastermix je Probe: 

        Endkonzentration 
4    µl  Reaction Mix (enthält 3mM MgCl2) 
2,5 µl  25 mM Magnesiumchlorid     6,13 mM 
1    µl  10 mM Primer sense (PVSab1-s)    50 pM 
1    µl  10 mM Primer antisense (PVSab1-as)   50 pM 
2,1 µl  Wasser 
0,4 µl  Enzymmix (RT/Polymerase/SYBR-Green) 
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entspricht 11 µl/ Ansatz, dazu 9 µl RNA Extrakt 
PCR Reagenzien aus dem RNA SYBR-Green Kit der Fa. Roche. 

Als Probe, bzw. Positivkontrolle und Standard diente ein Zellkulturüberstand mit 
6,3x109 TCID50/mL des Impfstammes SABIN I, was aufgrund des Signals in der 
PCR ungefähr einer Konzentration von 1·1011Geq/mL entsprechen dürf-
te(Freundlicherweise überlassen von Frau Dr. B. Grosse, Paul-Ehrlich-Institut. 
Langen).  
 

Abschnitt Zyklen  Temperatur [°C] Dauer[s] 

RT 1  55 720 

Denaturierung 1  95 30 

Amplifikation 45 Denaturierung 95 3 

  Annealing  64-51, step size 1 7 

  Elongation 72 12 

  Fluoreszenzmessung 85 1 

Schmelzkurve 1 Denaturierung 95 10 

  Annealing 50 15 

  Melting 65-95 0 

Kühlen 1  40 30 

 

 

2.2.7.6. Real-time PCR von Parvovirus B19 DNA 

Im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode. 

Mastermix je Probe: 

        Endkonzentration 
3,2 µl  Wasser 
2,4 µl  25 mM Magnesiumchlorid     6,0 mM 
1    µl  10 mM Primer sense (B19-1s)    50 pM 
2    µl  10 mM Primer antisense (B19-1as)   50 pM 
0,4 µl  SYBR Green 1:900 
2    µl  Fast Start Reaktionsmix (enthält 6 mM MgCl2)  
 
entspricht 11 µl/ Ansatz, dazu 9 µl DNA Extrakt 
PCR Reagenzien aus dem DNA HybProbe Kit der Fa. Roche. 

 

Als Probe, bzw. Positivkontrolle und Standard diente zum einen ein Anti-B19-
IgG positives Patientenserum mit einer Konzentration von 1·108 Ge/mL der 
Sammlung des Institutes, zum anderen ein Ak-freies Patientenserum aus der 
Frühphase einer Infektion mit einer Konzentration von 1·1010 Ge/mL, deren 
Konzentration mittels WHO Standard bestimmt wurde (Freundlicherweise über-
lassen von Dr. J. Blümel, Paul-Ehrlich-Institut, Langen).  
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Abschnitt Zyklen  Temperatur [°C] Dauer[s] 

Aktivierung 1  95 600 

Amplifikation 30 Denaturierung 95 5 

  Annealing 63-51, step size 1 12 

  Elongation 72 13 

  Fluoreszenzmessung 81 1 

Schmelzkurve 1 Denaturierung 95 10 

  Annealing 67 15 

  Melting 67-95 0 

Kühlen 1  40 30 

 

 

2.2.7.7. Real-time PCR von SV40 DNA 

Im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode. 

Mastermix je Probe: 

        Endkonzentration 
3,2 µl  Wasser 
2,4 µl  25 mM Magnesiumchlorid     6,0 mM 
1    µl  10 mM Primer sense (SV1-s)    50 pM 
2    µl  10 mM Primer antisense (SV1-as)   50 pM 
0,4 µl  SYBR Green 1:900 
2    µl  Fast Start Reaktionsmix (enthält 6 mM MgCl2) 
 
entspricht 11 µl/ Ansatz, dazu 9 µl DNA Extrakt 
PCR Reagenzien aus dem DNA HybProbe Kit der Fa. Roche. 

 

Als Probe, bzw. Positivkontrolle und Standard diente ein Zellkulturüberstand mit 
einer Konzentration von 1·108 TCID50/mL, was ungefähr 1·1010 Ge/mL ent-
spricht. (Freundlicherweise überlassen von Dr. C. Jursch, Eurovir, Luckenwal-
de) 
 

Abschnitt Zyklen  Temperatur [°C] Dauer[s] 

Aktivierung 1  95 600 

Amplifikation 42 Denaturierung 95 5 

  Annealing 63-51, step size 1 12 

  Elongation 72 13 

  Fluoreszenzmessung 78 1 

Schmelzkurve 1 Denaturierung 95 10 

  Annealing 67 15 

  Melting 67-95 0 

Kühlen 1  40 30 
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2.2.7.8. Real-time RT-PCR von Semliki Forest Virus RNA 

Im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode. 

Mastermix je Probe: 

        Endkonzentration 
4    µl  Reaction Mix (enthält 3 mM MgCl2) 
2,5 µl  25 mM Magnesiumchlorid     6,13 mM 
1    µl  10 mM Primer sense (SFV1-s)    50 pM 
1    µl  10 mM Primer antisense (SFV1-as)   50 pM 
2,1 µl  Wasser 
0,4 µl  Enzymmix (RT/Polymerase/SYBR-Green) 
 
entspricht 11 µl/ Ansatz, dazu 9 µl RNA Extrakt 
PCR Reagenzien aus dem RNA SYBR-Green Kit der Fa. Roche. 

 

Als Probe, bzw. Positivkontrolle und Standard diente ein Zellkultur-Überstand 
mit >1010 TCID50/mL (Freundlicherweise überlassen von Prof. Dr. G. Wengler, 
Institut für Virologie, Fachbereich Veterinärmedizin, Gießen).  
 

Abschnitt Zyklen  Temperatur [°C] Dauer[s] 

RT 1  55 720 

Denaturierung 1  95 30 

Amplifikation 46 Denaturierung 95 3 

  Annealing  63-52, Stepsize 1 7 

  Elongation 72 12 

  Fluoreszenzmessung 81 1 

Schmelzkurve 1 Denaturierung 95 10 

  Annealing 65 15 

  Melting 65-95 0 

Kühlen 1  40 30 

 

2.2.8. Quantifizierung des HCV-Core-Antigens 

Zur Bestimmung des HCV-Core-Antigen wurde ein in der Testphase befindli-

cher HCV-Core-ELISA der Firma Ortho nach Vorschrift des Herstellers verwen-

det. Das System befand sich in der klinischen Evaluation, an der auch unser 

Institut teilnahm. Gegenüber konventionellen ELISAs hat das System einige 

Besonderheiten (Bouvier-Alias et al., 2002): 

 

• Die Epitope des Core-Ag werden durch Inkubation bei 56°C in einem De-

tergenz freigelegt. 
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• Das Konjugat enthält Antikörper gegen drei verschiedene Epitope; jeder 

dieser Antikörper ist mit zwei Molekülen Peroxidase konjugiert. 

• Die Nachweisgrenze liegt bei 1,5 pg/mL.  

• Der Nachweis wird durch gleichzeitig vorliegende Antikörper gegen HCV 

Core Antikörper nicht gestört. 

 

2.2.9. Radiale Immundiffusion humaner Immunglobuline 

Zur Eichung des Gelmaterials der GEC-Säule wurden als Meßpunkte die Im-

munglobuline der Klassen M und G verwendet. Um die Fraktion mit dem höch-

sten Ig-Anteil zu bestimmen, wurde das Prinzip der Radialen Immundiffusion 

nach Mancini verwendet (Mancini et al., 1965). Hierbei kamen käufliche Parti-

gen-Platten der Firma Dade Behring, Marburg zum Einsatz. Da diese jedoch 

zur Bestimmung von Ig im Serum konzipiert sind, reichen die Konzentrationen 

in den GEC-Fraktionen bei Anwendung nach Vorschrift des Herstellers nicht 

aus, um sichtbare Unterschiede zwischen den einzelnen Fraktionen darzustel-

len. Bei den IgG-Platten, die in ihrer Vorschrift die Verdünnung des Serums im 

Verhältnis 1/10 fordern, wurden deshalb die unverdünnten Fraktionen aufgetra-

gen. Die IgM-Platten werden nach Vorschrift mit unverdünntem Serum be-

schickt. In diesem Fall wurden 200 µl der Fraktionen mit der Speedvac-

Zentrifuge auf 70 µl eingeengt und anschließend in Portionen á 10 µl aufgetra-

gen. Nach 2,5 Tagen Inkubation bei Tr wurden die Diffusionsringe mit einer 

Schiebelehre ausgemessen, der Durchmesser quadriert und so das Konzentra-

tions-Maximum ermittelt. 

 

2.2.10. Quantifizierung des HBsAg 

Das HBsAg wurde durch das diagnostische Labor des Institutes mit Hilfe des 

AxSym-Systems (Fa. Abbott, Delkenheim) bestimmt. Um durch die hohen 

HBsAg-Titer des verwendeten Serum differenzierbare Konzentrations-

unterschiede zwischen den einzelnen Fraktionen feststellen zu können, wurde 

das Eluat mit Laufmittel 1:100 verdünnt. Die Konzentration wird als Quotient 

Signalstärke/Kontrolle (S/Co) angegeben. 
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2.2.11. Präzipitation von Immunglobulin-beladenen HCV-Partikeln 

Für die Immunpräzipitation von IgG-beladenen Viren wurden zwei Verfahren 

durchgeführt:  

Immunpräzipitation nach Hijikata:  

Die zu untersuchende Probe (100 µL) wurde mit polyklonalen Anti-human-IgG-

Antikörper (Kat. 709-005-149, Fa. Dianova, aufsteigende Reihe von 10-100 µL 

Ak Lösung ad 100 µL PBS) für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurde 

die Probe für 5 min bei 10 000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgehoben 

und das Pellet in 500 µl PBS gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation 

wurde der Überstand verworfen, das Pellet erneut in 500 µl PBS aufgenommen 

und weiterverarbeitet. Das Pellet sollte nun die Ak-beladenen Viren enthalten, 

der erste Überstand die freien Viren. Als Kontrolle gegen unspezifsche Ak-

Bindung dienten Präzipitationen mit Antikörpern gegen Immunglobuline der 

Maus. Als positiv wurden nur Versuche gewertet, bei denen im Präzipitat aus 

Anti-human-IgG-Ak mehr Viren gebunden waren als im Präzipitat aus nicht-

Anti-human-IgG-Ak (Hijikata et al., 1993). 

 

Immunpräzipitation mit Magnetobeads:  

Zum Einsatz kamen tosylaktivierte Dynabeads M280 der Firma Dynal A.S., Os-

lo/ Norwegen (Kat. Nr. 142.03). Antikörperbeladung und Immunpräzipitation 

nach Vorschrift des Herstellers (Dynal, 1996). 

Bei dieser Methode sind Eisenpartikel mit einer proteinbindenden Oberfläche 

beschichtet. Durch den Eisenkern können die Partikel gewaschen werden, in-

dem das Reaktionsgefäß in einen Magneten eingespannt wird. Die Partikel 

wandern nun zur Wand und die klare Flüssigkeit kann abgehoben werden. An 

der Oberfläche können Antikörper gegen ein beliebiges Antigen gebunden wer-

den, wodurch die Beads dazu benutzt werden können, ein Antigen mit einer 

sehr schonenden Methode aus einer Lösung zu entfernen. 

Dazu wurden 300 µL Dynabeads zunächst dreimal in PBS gewaschen. 50 µL 

Anti Human IgG Suspension (Kat. 709-005-149, Fa. Dianova ) wurden mit 350 

µL Boratpuffer die Dynabeads in dieser Lösung aufgenommen. Danach folgt 

eine Inkubation bei 37°C über 16 h. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/BSA 

1% werden die Beads in Tris/BSA 1% über Nacht bei Tr rotierend inkubiert, um 

die freien, proteinbindenden Komplexe abzusättigen. Nach einem erneuten 



        2. Material und Methoden 

 

48

Waschen in PBS werden die Beads in 300 µL PBS aufgenommen und sind nun 

fertig zum Einsatz. 

140 µL der zu untersuchenden Probe wird mit 20 µL Dynabeads über Nacht bei 

4°C inkubiert. Danach wird das Reaktionsgefäß in einen magnetischen Halter 

eingespannt, so daß die Beads zum Magneten hin an die Wand wandern. Der 

Überstand wird abgehoben und enthält nun die Partikel, die nicht das Antigen 

des gebundenen Antikörpers enthalten. Die Beads werden drei Mal mit PBS 

gewaschen und der Überstand verworfen. Zum Schluß werden sie in PBS auf-

genommen und analysiert.  

 

2.2.12. Entfernung der Lipidmembran von HCV 

Unter der Vorstellung, die Lipidmembran des HCV zu entfernen um den Sto-

kes’schen Durchmesser eines hypothetischen Capsids bestimmen zu können, 

kamen verschiedene Verfahren zum Einsatz: 

Äther: Diethylether und Serum wurden im Verhältnis 1:1 und 1:2 vermischt, im 

Vortex-Rüttler vermengt, zur Phasentrennung 1 min. bei 6000 U/min zentrifu-

giert und anschließend die wäßrige Phase analysiert.  

Chloroform: Chloroform und Serum wurden im Verhältnis 1:1 und 1:2 mitein-

ander vermischt und anschließend 1 min. bei 6000 U/min zentrifugiert. Danach 

wurde der Überstand abgehoben. 

Phospholipase C: 250 IU Phospholipase C (Sigma-Aldrich, Kat. Nr. P7633) 

wurden in 0,5 mL PBS aufgenommen und zusammen mit 0,5 mL Serum und 

20 µL CaCl (1 M) für 45 min. bei 37° C inkubiert und anschließend analysiert. 

Äther-Butanol: Ein Gemisch 85% Diisopropyläther und 15% 1-Butanol wurde 

im gleichen Verhältnis mit Serum gemischt und anschließend bei Tr für 30 min. 

inkubiert. Die Methode wurde für HCV schon angewandt (André et al., 2002), 

die Methodik fehlt jedoch in der Publikation (nach Anfrage schriftliche Mitteilung 

des Autors). 

 

2.2.13. Gelfiltration kleiner Volumina 

Für erste Vorversuche wurden 2 mL Säulen (Katalog-Nr. 731-1550) und 20 mL 

Säulen (Katalog-Nr. 732-1010) der Firma Biorad verwendet. Die beigelegten 

Fritten zum Verschluß der Gelmatrix gegen den Säulenboden sind zu großpo-
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rig, um das Gel in der Säule zurückzuhalten. Deshalb wurde zusätzlich ein Filter 

der Stärke 2208 der Firma Schleicher & Schuell von Hand zugeschnitten. Als 

Gelmatrix diente Superose 6 prep grade (Kat. Nr. 17-0489-01) der Firma 

Amersham-Pharmacia, Freiburg. Nachdem das Gel drei mal in Laufmittel sedi-

mentiert und der Überstand abgehoben ist, kann die Säule befüllt werden. Dazu 

wird der Ablauf geöffnet, Laufmittel abgelassen und solange Gel nachgefüllt, bis 

die gewünschte Säulenhöhe erreicht ist. Danach Verschluß des Ablaufs zur 

Lagerung.  

Filtration: Der Ablauf wird geöffnet und der Überstand abgelassen. Auf das Gel 

wird nun die Probe aufgetragen. Ab diesem Zeitpunkt wird der Ablauf in Frak-

tionen asserviert. Das Eluat wurde von Hand in Fraktionen zu ungefähr 0,5 mL 

unterteilt und asserviert. Nachdem die Probe in die Säule eingezogen ist, wird 

solange Laufmittel aufgetragen, bis die Probe komplett ausgewaschen ist. Vor 

erneuter Verwendung muß die Säule wieder mit Laufpuffer gespült werden. 

 

2.2.14. Analytische Gel-Ausschluß-Chromatographie (GEC) 

Befüllen der Säule XK16/100: 

Die angelieferte Gelmatrix (Biorad Gel A50m, Kat.-Nr. 151-1340, suspendiert in 

einem Alkohol/Wasser-Gemisch) wird durch mehrmaliges Aufrühren und Sedi-

mentieren in Laufpuffer equilibriert und zügig ohne Blasenbildung in die Säule 

gefüllt. Durch die angeschlossene Pumpe kommt es zu einer gleichmäßigen 

Verdichtung der Matrix. Bei der Befüllung und beim Betrieb kommt nur steriler 

und entgaster Laufpuffer zum Einsatz. 

Die Befüllung der Säule sollte bei der Temperatur stattfinden, bei der auch spä-

ter der Lauf stattfindet. In unserem Falle fand das Packen, die Lagerung und die 

analytischen Läufe in einer Kühlkammer bei einer Temperatur von 4°C statt. 

Vor dem ersten Lauf, der analysiert werden soll, sollte eine Probe mit dem zu 

untersuchenden Agens (in der Regel humanes Serum) über die Säule geführt 

werden, um Verfälschungen der Meßwerte durch unspezifische Bindungen an 

der Gelmatrix zu minimieren.  

Zur längerfristigen Lagerung wird die Säule mit dem doppelten Säulenvolumen 

mit Laufmittel/ NaN3 1% gespült und anschließend Zu- und Ablauf abgedichtet. 

Vor erneuter Inbetriebnahme muß erneut mit Laufpuffer gespült werden. 
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Der Versuchsaufbau der GEC ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Schematischer Versuchsaufbau der GEC. A: Probeneingang B: Vertei-
lerventil C: Probenreservoir D: Laufmittelreservoir E: Kopfstück mit Sieb F: GEC-Matrix 
G: Peristaltikpumpe (Sog): H: Durchflußphotometer mit Schreiber I: Fraktionssammler.  

 

Die Probe wird zunächst bei 15 000 U/Min und 4°C 10 Min zentrifugiert, um 

makroskopische Feststoffe zu entfernen. Danach wird die Probe auf die Säule 

aufgetragen. 

Die Probe wird mittels einer Spritze über den Probeneingang (A) durch den Ver-

teiler (Ventil V7, Amersham-Pharmacia, Freiburg) (B) in das Probenreservoir 

(C) geladen werden und läuft dann „im Rückwärtsgang“ wieder durch den Ver-

teiler auf die Säule. Als Probenreservoir dient ein Schlauch mit einem Volumen 

von 2 mL; das Ende ist über eine Wasserfalle mit einem Sterilfilter gegen die 

Umwelt verschlossen. Nachdem die Probe aus dem Reservoir auf die Säule 

geführt wurde, wird der Verteiler umgestellt, so daß nun das Laufmittelreservoir 

(D) weitere Flüssigkeit in das System führt. Die Probe erreicht die Gelmatrix (F) 

durch das Kopfstück (E). Dieses sitzt fest auf der Matrix auf und erfüllt zwei 

Zwecke: Durch den festen Sitz wird der Totraum klein gehalten und durch das 

Sieb, das der Matrix direkt aufliegt (Maschengröße 10 µm), wird verhindert, daß 

Gelpartikel ausgeschwemmt werden. Am Fuß der Matrix sitzt ein dem Kopf-

stück ähnliches Fußstück. Von dort wird die Probe über die Pumpe (G) durch 

ein Durchflußphotometer (H) zum Fraktionssammler (I) geführt. Das Photome-

ter dient zur Messung der relativen Proteinkonzentration; die Probe muß das 

Photometer von unten nach oben durchlaufen, damit evtl. angesaugte Luft die 
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Meßzelle schnell wieder verläßt. Der Fraktionssammler wird mit 100 Proben-

röhrchen a 3 mL Fassungsvermögen beschickt, ein Gefäß für den Vorlauf be-

reitgestellt. Um eine Bindung der eluierten Proteine an der Wand des Proben-

röhrchens zu verringern, werden die Röhrchen mit Laufmittel/BSA 0,1% ausge-

schwenkt; zur Stabilisierung gegen Proteinasen und RNAsen werden (falls nicht 

anders angegeben) 30 µl Laufmittel/BSA 4%/EDTA ad 50 mM vorgelegt.  



 

3. Ergebnisse 

3.1. GEC-Vorversuche mit Säulen kleinen Volumens 

Zunächst mußte untersucht werden, ob die Stabilität des HCV, das Laufmittel 

oder die Trennung in der GEC selbst mit den Nachweismethoden für RNA und 

Core-Ag kompatibel waren. Auch mußte geprüft werden, ob eine mögliche un-

spezifische Adsorption einer Trennung entgegensteht. 

Für erste Versuche wurden 5, bzw. 20 ml Säulen (Poly-Prep Column, Bio-Rad 

mit Superose 6 prepgrade, Pharmacia, Schweden) gegossen. Als Probe zur 

Auftrennung dienten 100 µL des Serum A; die Matrix wurde mit PBS pH 7,4 

equilibriert und gefahren. Das durch bloße Schwerkraft austropfende Eluat wur-

de in Fraktionen zu 0,5 mL aufgefangen. Von jeder Fraktion wurde die Extinkti-

on bei 260nm,  die HCV-RNA und das HCV-Core-Ag quantitativ bestimmt.  

Die Verteilung von RNA und Core-Ag zeigte sich als nicht ganz kongruent, ins-

gesamt war aber eine sehr gute Trennung von HCV-Partikeln von Serumbe-

standteilen zu erkennen (s. Abb. 10).  

 
Abbildung 10: Vorversuch der GEC mit 0,5 mL 100 µL des Serum A auf Superose 6 
bei 20 ml Matrixvolumen. ▬ HCV RNA █ HCV Core ▬ OD 

Ein Vorteil der kleinen Säulenvolumina gegenüber der später verwendeten gro-

ßen Säule ist, daß durch das direkte Auftragen auf die Matrix und das Fraktio-

nieren direkt am Auslauf nahezu kein Totvolumen besteht und die Trennung in 

wenigen Minuten vollzogen ist. Zur Trennung von Viruspartikeln von Serumbe-



3. Ergebnisse  

 

53

standteilen (s. Proteinpeak bei 280 nm) ist die Methode exzellent geeignet. Zur 

nanometrischen Bestimmung der Partikel ist die Trennfähigkeit jedoch zu ge-

ring; hierfür muß das Verhältnis aus Totalvolumen Vt und Fraktionsvolumen zu-

gunsten von Vt verschoben werden, was nur in größeren Säulen möglich ist. 

 

Insgesamt waren die RNA- und Core-Ag-Nachweismethoden nach erfolgter 

GEC in den kleinen Säulen erfolgreich, wobei sich jedoch schon ein prinzipiel-

les Problem abzeichnete: Die Größe der Fraktionen kann nicht beliebig verklei-

nert werden, da ein gewisses Volumen für die Analysen benötigt wird. Das be-

deutet (auch bei der Messung auf einer größeren Matrix), daß aus einer diskon-

tinuierlichen Messung nicht ohne weiteres auf ein klares Elutionsvolumen Ve 

der Partikel und damit ihrer Kav-Werte geschlossen werden kann. Die Ungenau-

igkeit der Bestimmung von Ve ist daher theoretisch mindestens so groß wie ein 

Fraktionsvolumen; auch ist es nicht ausreichend objektiv, das Ve aus dem er-

sten Anstieg, dem absoluten Maximum oder einem Mittelwert beider zu 

bestimmen (vgl. Core-Ag Verlauf in Abb. 10). Um die folgenden Messungen mit 

großen Säulenvolumina zu objektivieren und die Genauigkeit zu steigern, muß-

te also ein Verfahren zur Auswertung der diskontinuierlichen Daten entwickelt 

werden. 

 

3.2. Modell zur deskriptiven Analyse der GEC 

3.2.1. Die Weibullfunktion zur Beschreibung des Elutionsverhaltens 

Im Idealfall kann die Konzentration aller zu messenden Werte kontinuierlich 

während der Elution bestimmt werden, was auf Gaschromatographie oder 

HPLC zutrifft. Dadurch ist es leichter möglich, einen Peak eindeutig festzulegen, 

insbesondere wenn das Signal einer Gauß-Verteilung folgt. Diese Idealbedin-

gungen treffen jedoch für die GEC nur eingeschränkt zu. Innerhalb eines GEC-

Laufes ist die Messung der Proteinkonzentration mit dem Durchflußphotometer 

die einzige Größe, die kontinuierlich gemessen werden kann. Die virologischen 

Daten können nur bestimmt werden, indem das Eluat in Fraktionen unterteilt 

und diese einzeln analysiert werden. Dabei treten zusätzlich Meßschwankun-

gen bei der Quantifizierung von viraler Nukleinsäure oder Antigen auf. Diese 

können bei der Quantifizierung des viralen Genoms zwar durch die Anwendung 

einer real-time PCR als dem derzeitigen Goldstandard der Nukleinsäurequanti-
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fizierung minimiert werden, betragen aber selbst im optimalen Fall etwa 0,05 

log, so daß auch diese Schwankung die Bestimmung des Maximums eines 

Peaks erschwert. 

Aus den Erfahrungen der GEC bei der Anwendung für die Proteinauftrennung 

(Determann, 1967) war anzunehmen, daß eine Gauß-Verteilung der Daten  nur 

als Grenzfall zu erwarten sei, vielmehr ist eine asymmetrische Datenverteilung 

auch aus theoretischen Erwägungen heraus eher zu erwarten. So zeigt sich bei 

schon bei Annahme von zwei Porengrößen in einer GEC-Modellrechnung eine 

asymmetrische Verteilung (Dondi et al., 2002); dies ist bei einer normalverteil-

ten Porengröße der Matrix im realen Versuch daher sicher zu erwarten. Es galt 

nun eine Verteilung zu finden, die folgende Bedingungen erfüllten sollte: 

– Ein eindeutiges Ve muß bestimmbar sein. 

– Fallende und steigende Flanken sollen beschrieben werden können 

– Eine mögliche Asymmetrie (Tailing-Effekt) muß durch die Verteilung be-

schrieben werden können und diese darf keinen wesentlichen Effekt auf 

das errechnete Ve haben. 

– Die Weite des Peaks als Maß für die Heterogenität einer Partikelpopula-

tion muß aus der Verteilung ableitbar sein. 

 

Aus theoretischen Überlegungen zum Trennungsmechanismus der GEC (der 

letztlich jedoch nicht bis in jedes Detail physikalisch erklärbar ist) erscheint das 

Trennungsresultat als Überlagerung zweier unabhängiger Verteilungen: Diffusi-

on der Viruspartikel in verschiedene Kompartimente der Matrixpartikel (auf-

grund der herstellungsbedingten schwankenden Porengröße der Matrix normal-

verteilt) und die Bewegungsverteilung von Partikeln in einer laminaren Strö-

mung (durch eine Lorentz-Verteilung beschreibbar). 

 

Als Verteilungsfunktion entschieden wir uns für eine Weibull-Funktion 4. Ord-

nung, da sie die obigen Kriterien erfüllt und als Näherungsfunktion das GEC-

Elutionsprofil am genauesten beschreibt. Die Weibull-Verteilung wurde für phy-

sikalische Anwendungen 1937 von dem schwedischen Ingenieur Wallodi Wei-

bull (1887 – 1979) entwickelt und zeigt ein breites Anwendungsspektrum auch 

für biologische Systeme (Weibull, 1951). Schon früh konnte die Anwendbarkeit 

auf Größenverteilungen gezeigt werden (z.B. Aerosolpartikel Tsu, 1952). Als 

Grenzfall liefert die Weibull-Verteilung eine Normalverteilung, so daß sie, nach 
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unserer Auffassung, universell zur Auswertung von Chromatogrammen ver-

schiedenster Genese verwendet werden könnte. Unter den verschiedenen 

Formen der Weibull-Funktionen, erschien uns eine Ableitung aus der allgemei-

nen Formulierung unter Verwendung von vier Funktionsparametern empirisch 

die besten Resultate für die GEC zu ermitteln: 
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Gleichung 1: Weibull-Funktion mit vier Parametern. x0 ist die Ordinate des Maximums 
und entspricht bei der Anwendung auf die GEC Ve bzw. Kav, a, b und c sind Skala-
re.(SPSS, 1998) 

 

Durch Analyse der Rohdaten unter Vorgabe dieser Verteilungsfunktion können 

die Parameter a, b, c und x0 (=Kav bzw. Ve) in einem Computermodell durch Ite-

rationsverfahren bestimmt werden (Software SigmaPlot 6.0, SPSS Inc., USA); 

die Skalare und das x0 bzw. der Kav-Wert ergeben sich unmittelbar aus der An-

wendung der Weibullfunktion auf die Rohdaten, damit ist besonders die Angabe 

des Kav einer sonst unvermeidlichen subjektiven Willkür entzogen. 

Die Anwendung einer solchen Verteilung auf die Rohdaten einer GEC ist bisher 

noch nicht berichtet worden. Da diese Verteilungsfunktion in ihrer neuartigen 

Anwendung auf die GEC-Läufe wesentlich die Ergebnisse der Größenbestim-

mung, Heterogenitätsabschätzung und die Präzision der Kav-Werte der Virus-

partikel bestimmt, muß die Funktion im folgenden näher diskutiert werden. Bei 

der Kurvendiskussion unterstützte mich freundlicherweise Prof. Dr. Thomas 

Bartsch vom Mathematischen Institut der JLU, Professur für Analysis und mein 

Betreuer, Dr. Chr. Schüttler. 

 

In Gleichung 1 ist x0  die Ordinate des Maximums (entspricht Kav bzw. Ve), a und 

b sind Skalierungsparameter welche die Peakfläche in y, bzw. x Richtung erwei-

tern. c ist ein Parameter für die Symmetrie.  

Zur weiteren Demonstration soll folgende Abbildung dienen: (Abb. 11) 
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Abbildung 11: Weibullfunktion für den Symmetriefaktor c=1,5. Das Maximum f(x0) wird 
durch a und c definiert, die Weite ist abhängig von b und c. Die Form des Peaks und 
auch das Verhältnis der Flächen A und B zueinander ist ausschließlich von c abhängig.    

 

3.2.2. Der Parameter a und sein Einfluß auf den Maximalwert 

Die Streckung der Abszisse durch a ist abhängig von c. Für das Maximum des 

Peaks gilt: ( )
c

c
aex c

c
1

f

1

0

−
+=

−
−

. Daher gilt für ( ) axfc →⇒→ 01  und für 

( ) 10 +→⇒∞→
e

axfc , so daß der Maximalwert höchstens den Wert a an-

nehmen kann.  
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3.2.3. Der Parameter b und sein Einfluß auf die Weite 

Durch den Parameter b wird die 

Weite beeinflußt. In Abb. 12 ist 

demonstriert, wie sich verschie-

dene Werte von b bei konstan-

tem a (10), x0 (0,5) und c (3,25) 

auswirken.  

 

Die Nullstelle f(x)=0 ist definiert 

durch: ( )c

c
cbx

1

0
1−− .  

Daraus folgt, daß durch b der 

Peak in der Ebene der Ordinate gestreckt wird, diese Streckung aber wiederum 

durch c folgendermaßen beeinflußt wird:  

Für c→1  gilt: ( ) 01
1

→− c

c
c , d.h. die Nullstelle strebt gegen x0. 

Für c→∞ gilt: ( ) 11
1

→− c

c
c , wodurch sich die Nullstelle maximal x0 - b von x0 ent-

fernen kann.  

 

3.2.4. Der Parameter c und seine Bedeutung für die Symmetrie 

Der Parameter c beeinflußt nicht nur das Maximum und die Weite des Peaks, er 

ist auch alleine für die Symmetrie verantwortlich. Der Einfluß von c auf die Wei-

bullfunktion bei konstantem a (1), x0 (0,5) und b (0,2) ist in Abb. 13 dargestellt. c 

ist außerdem ein direktes Maß für das Verhältnis der Flächen A und B aus Abb. 

11 zueinander. Dies begründet sich folgendermaßen:  

Nach dem Erreichen des Maximums strebt y gegen (c-1)/c und erreicht nicht 0. 

Daraus folgt, daß die gesamte Fläche unter der Kurve unendlich groß ist. Zieht 

man jedoch von dieser Fläche die Fläche von y=0 bis y=(c-1)/c ab, wird sie end-

lich. Diese Fläche wird mit der Formel 
c

c

Gesamt
c

c

c

ab
Fläche

−








 −
=

1

1
 erfaßt. Die Ge-

samtfläche kann mittels des Lotes, das bei x0 gefällt wird, in zwei Teile geteilt 

werden. Dabei ist A die Fläche vor Erreichen des Maximums. Nach Integration 

 
Abbildung 12: Der Einfluß des Paramters b 
bei konstantem c 
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der Verteilungsfunktion von 

( )[ ] cccbx
1

0 1−−  bis x0 und von x0 

bis ∞ ergeben sich die beiden 

Teilflächen A und B durch fol-

gende Formeln: 
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Ein einfaches Maß zur Beschreibung der Symmetrie ist nun das Verhältnis 

s=A/B der Teilflächen zueinander: s<1 beschreibt ein Tailing, s = 1 einen sym-

metrischen Peak und s>1 ein Fronting. Die Division der Formeln für die Teilflä-

chen A und B um den Quotienten s zu erhalten, führt zu folgendem Ergebnis:  
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Die Symmetrie des Peaks ist also ausschließlich abhängig von c. Für s = 1 er-

gibt sich 2589,3
2ln1

1
≈

−
=c . Ein c im Bereich von 1 bis 3,2589 ergibt ein s<1 

und somit ein Tailing, ein c ab 3,2589 ergibt ein s>1 und damit ein Fronting.  

 

In der Anwendung auf die GEC bedeutet dies, daß jeder Peak mit drei Parame-

tern ausreichend beschrieben werden kann. Der Parameter x0 entspricht dem 

Kav, der Parameter c beschreibt die Symmetrie und b die Weite. Als Sonderform 

der Weibullverteilung für 
2ln1

1
−

=∧∞→ cb  ergibt sich eine Normalverteilung. 

Diese Weibull-Funktion kann also auch die bisher willkürlich gesetzten Defini-

tionen und nur halbquantitativ zu bestimmenden Parameter des Maximums, der 

Symmetrie und der Weite („theoretische Bodenhöhe“) einer Chromatographie 

jeglicher Genese ganz allgemein ersetzen. 

Abbildung 13: Der Einfluß von c bei konstan-
tem b. Bei c=3,25 ist die Kurve nahezu sym-
metrisch. 
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3.3. Bestimmung des Kav von Eichpartikeln 

3.3.1. Bestimmung der Säulenparameter V0 und Vt: 

Die beiden charakterisierenden Parameter (V0 und Vt) zur Vergleichbarkeit von 

verschiedenen Säulen wurden für jede Säule neu ermittelt. Zur Bestimmung 

von V0 diente das HBV, das zum Teil in nativen Serum Aggregate mit Apolipo-

proteinen und Antikörper bildet und damit eine Größe besitzen, die die maxima-

le Trennfähigkeit der Säule überschreiten. Das erste HBV-Signal aus Serum ist 

bei Analyse mittels LC-PCR also bei V0 zu erwarten. Dieses Signal geht einher 

mit einem Peak der Extinktion bei 280 nm, der auf partikuläre Lipoproteine zu-

rückgeht, die sich damit auch im Ausschlußvolumen finden (Chylomikronen 

>200 nm und Präbeta-Lipoproteine bis 200 nm). 

Zur Bestimmung von Vt diente Aceton, das zum einen aufgrund seiner kleinen 

Molekülgröße den gesamten Diffusionsraum zur Verteilung nutzt (vgl. Definition 

von Vt), nicht an der Matrix adsorbiert und durch kontinuierliche Messung der 

Extinktion bei 280 nm im Durchflußphotometer einfach bestimmt werden kann. 

Zusätzlich wurde errechnet, daß die Matrix bei einer Gelbettlänge von 76 cm für 

Aceton die Trenneigenschaft von 372 theoretischen Böden besitzt, was einer 

Theoretischen Bodenhöhe von 0,2 cm entspricht.  

 

3.3.2. Immunglobuline 

Zur Bestimmung der Kav Werte von IgM und IgG wurde 1 mL des Serum G ver-

wendet. Als Laufmittel diente PBS, Fließgeschwindigkeit 3,23 mL/h, Fraktions-

größe 1,23 mL. Nach Weibull-Analyse ergaben sich: Kav(IgM) = 0,595; Kav(IgG) 

= 0,844 (s. Abb. 14)  

Beide Analysen zeigen eine weitgehend symmetrische Verteilung; IgG er-

scheint insgesamt schmaler (IgG: b=0,115; IgM b=0,258 bei ähnlichem s) was für 

eine heterogenere Verteilung des IgM spricht. Da die Ig-Moleküle keine Kugel-

gestalt besitzen, entspricht das Kav einer korrespondierenden scheinbaren Ku-

gel mit entsprechendem Stokes-Durchmesser Ds. 

Für diese scheinbare Kugelgestalt wird aufgrund früherer Messung des Ds von 

Immunglobulinen mittels GEC eine zu erwartende Größe von 21,2 nm für IgM 

(Gerlich, 1971) und 10,5 nm für IgG (Andrews, 1970) angenommen. 
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Der Peak des IgG fällt mit dem Peak der Serumproteine – gemessen durch op-

tische Dichte – zusammen. Das Serumalbumin mit ca. 7 nm ist zwar in noch 

größeren Mengen vorhanden, jedoch ist seine UV-Absorption bei 280 nm we-

sentlich geringer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Nachweis von Immunglobulinen in der GEC mittels radialer Immundif-
fusion (RID).  █ IgM █ IgG ▬ Weibull-Regressionen ▬ Optische Dichte 

 

3.3.3. Parvovirus B19 

Das Parvovirus B19 gehört zum Genus Erythrovirus aus der Familie der Parvo-

viridae (Berns et al., 2000). Es ist ein unbehülltes, einzelsträngiges DNA-Virus, 

das vorwiegend durch Schmier- und Tröpfcheninfektion übertragen wird und 

das Krankheitsbild der Ringelröteln und der akuten erythroblastischen Anämie 

verursacht. Das Virus hat wegen seiner Kleinheit und seiner hohen Resistenz 

eine gewisse Bedeutung bei der Überprüfung von Desinfektions- und Filtrati-

onsverfahren in der Virologie und wird gerne als Testvirus für diese Verfahren 

verwendet (Omar et al., 2002, Santagostino et al., 1997).  

Die Größe von Parvovirus B19 wird nach CryoEM Darstellung mit 26 nm ange-

geben (Chipman et al., 1996). Zur Bestimmung der Größe in der GEC wurde 

Serum verwendet, daß von einem Patienten mit einer akuten, hochtitrigen B19-

Erstinfektion stammt. Das Serum (1010 ge/mL) wurde auf eine Konzentration 

von 5x109 ge/mL in TNE-Puffer eingestellt; hiervon wurde zur GEC 1 mL mit 
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TNE als Laufpuffer über die Säule geführt (Fließgeschwindigkeit: 4,82 mL/h; 

Fraktionsgröße: 1,36 mL). Das Kav des freien B19 Virions wurde durch eine 

nachfolgende Weibull-Analyse zu 0,492 bestimmt (Abb. 15).  

 

 
Abbildung 15: GEC von Parvovirus B19 aus anti-B19-freiem Serum; Quantifizierung 
mittels Real-time PCR:▪▪▪ DNA Signal  ▬  Weibull-Regression  

 

3.3.4. Poliovirus (Impfstamm Sabin 1) 

Das Poliovirus ist ein unbehülltes, einzelsträngiges RNA Virus mit Plusstrang-

orientierung aus dem Genus der Enteroviren, welches zur Familie der Picorna-

viridae gehört (King et al., 2000). Picornaviren besitzen ein ikosaedrisches 

Capsid. Das Poliovirus wird, wie viele andere Enteroviren auch, fäkal-oral über-

tragen und hatte wesentliche virologische Bedeutung als Erreger der Poliomye-

litis. Mit der Entwicklung von Impfstoffen – zunächst Totimpfstoffen (Salk) spä-

ter attenuierte Viren (Sabin I & II) und nun wieder Totimpfstoff– ließ die Inzidenz 

von Polioerkrankungen nach, so daß das Wildvirus heute nahezu ausgerottet 

ist.  

Die Größe des Poliovirus wurde laut Literatur mittels Röntgenstrukturanalyse 

auf 31 nm bestimmt (Hogle et al., 1985); diese Größe hat sich in etwa in der 

CryoEM-Darstellung mit 30,5 nm bestätigt (Baker et al., 1999).  
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Aufgrund der für die GEC notwendigen Viruskonzentration und unter dem 

Aspekt der Infektionsgefährdung, wurde zur Größenbestimmungen ein Polio-

Impfstamm (Typ Sabin 1) verwendet, der in Vero-Zellen propagiert wurde. Die 

Konzentration der infektiösen Polioviren aus Zellkulturüberstand wurde mit einer 

TCID50 von 6,9 x 109 angegeben (Paul-Ehrlich-Institut, Langen). Mittels real-

time RT-PCR schätzten wir die Polio-RNA Konzentration mit 1011  GEq/mL ab. 

Hiervon wurden 300 µL in 700 µL PBS verdünnt und als Probe aufgetragen. 

(Laufpuffer PBS; Fraktionsgröße 1,23 mL; Fließgeschwindigkeit 4,61 mL/h). 

Die GEC ergab nach Weibull-Analyse für Poliovirus Sabin 1 ein Kav von 0,465 

(Abb. 16). Der im Vergleich zu Patientenserum abweichende Proteinpeak des 

Chromatogramms ist auf das Kulturmedium zurückzuführen, das einen gerin-

gen Anteil (10%) von fötalem Kälberserum (FKS) enthielt. 

 

 
Abbildung 16: Chromatogramm von Poliovirus Sabin 1 in der GEC; Nachweis mittels 
Real-time PCR. ▪▪▪ RNA Signal  ▬  Weibull-Regression  ▬ Optische Dichte 

 

3.3.5. Simian Virus 40 

Das Simian Virus 40 (SV40) ist ein unbehülltes Virus, dessen Genom in einer 

doppelsträngigen zirkulären DNA organisiert ist. Das Genus umfaßt „SV40 und 

ähnliche Viren“ und gehört zur Familie der Polyomaviren (Frisque et al., 2000). 

Es ist normalerweise nicht humanpathogen, es gibt jedoch Hinweise, daß es 

eventuell beim Menschen in Lymphomen und im Urin von immunsupprimierten 
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Transplantatempfängern gefunden werden kann; ein pathognomonischer Zu-

sammenhang ist zur Zeit ungeklärt (Li et al., 2002, Shivapurkar et al., 2002). 

Die Größe von SV40 ist mit cryoEM Aufnahmen (Baker et al., 1999), bzw. 

Röntgenstrukturanalyse (Liddington et al., 1991) in der Literatur mit 50,0 nm  

angegeben worden.  

 

Abbildung 17: Chromatogramm von Simian Virus 40 in der GEC; Nachweis mittels 
Real-time PCR. ▪▪▪ DNA Signal  ▬  Weibull-Regression  

 

Der Kav –Wert wurde mit 0,244 bestimmt (Abb. 17). Versuchsbedingungen: 150 

µl Zellkulturüberstand mit einer Konzentration von 1·1010 GE/mL in 750 µL PBS, 

Laufmittel PBS, Fraktionsgröße 1,17 mL, Fließgeschwindigkeit 3,63 mL/h.  

Bei einem weiteren Lauf wurde als Laufmittel TNE verwendet, um bessere Vor-

aussetzungen für eine EM-Darstellung zu haben. Beim Nachweis mittels rt-PCR 

waren die Signale jedoch an der Grenze der Testsensitivität von 100 ge/mL, 

was einen dramatischen Signalverlust von 6 log-Stufen bedeuten würde.  

Der Signalverlust war auch nach wiederholten Läufen nicht mit einer Absorption 

an der Matrix zu erklären – eine hohe Instabilität des Virions selbst mußte die 

Ursache sein. Wegen der sehr viel höheren Signale in PBS stand im Raum, 

daß die Anwesenheit von EDTA im Laufpuffer TNE die für die Capsidstabilität 

des SV40 möglicherweise notwendigen Ca2+-Ionen reduziert, was zum Zerfall 
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der Partikel führen könnte. Ähnliche Erfahrungen machte Brady, der feststellte, 

daß bei der Aufarbeitung von Polyomaviren für die EM mit EGTA die Viren dis-

soziierten (Brady et al., 1977). Eine Aufreinigung von SV40 in TNE scheint also 

nicht möglich zu sein. 

 

3.3.6. Semliki Forest Virus 

Das Semliki Forest Virus ist ein behülltes RNA-Virus mit einem einzelsträngigen 

Genom in Plusstrangorientierung. Es gehört zum Genus der Alphaviren aus der 

Familie Togaviridae (Weaver et al., 2000). Das Virus ist für den Menschen weit-

gehend apathogen, kann bei Übertragung durch Arthropoden jedoch eine En-

cephalitis verursachen. Es ist in Afrika und Asien endemisch. Die Größe wurde 

mittels CryoEM mit 70,0 nm bestimmt (Baker et al., 1999). 

Da SFV nicht in ausreichender Menge aus natürlichen Wirten zu isolieren ist, 

wurde für die GEC wiederum Zellkultur-Überstand verwendet, der mit einer 

TCID50 von >1010 /mL angegeben wurde (W. Wengler, Institut für Virologie). 

Laufmittel PBS, Fließgeschwindigkeit 3,21 mL/h, Fraktionsgröße 0,675 mL. 

Bei der Analyse des GEC Laufes mit SFV wurde ein Peak ungefähr bei Kav 0,1 

erwartet. Es stellten sich jedoch zwei klar unterscheidbare Viruspopulationen 

dar, was das hohe Auflösungsvermögen der GEC auch im oberen Meßbereich 

bestätigte. Die Viruspopulationen stellten sich bei einem Kav von 0,110 und 

0,180 dar. Die beiden Populationen sind deutlich durch drei niedrigtitrige Frak-

tionen getrennt.(Abb. 18) 
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Abbildung 18: Chromatogramm von Semliki Forest Virus in der GEC; Nachweis mit-
tels Real-time PCR: ▪▪▪ RNA Signal  ▬  Weibull-Regression  

 

Von SFV ist bekannt, daß es wie andere Alphaviren neben Viren mit einer intak-

ten Morphologie noch defekte Partikel ausbildet. Diese defekten Partikel (defec-

tive interfering particles, DI) unterscheiden sich in ihrer Morphologie und in ih-

rem kleineren Genom, das durch Spleißung aus mehreren Genabschnitten des 

ursprünglichen Virus zusammengesetzt ist. (Thomson et al., 1994), (White et 

al., 1998). Aus der elektronenmikroskopischen Untersuchungen mit Negativkon-

trast ist bekannt, daß defekte SFV Partikel 16% kleiner sind als intakte (Barret 

et al., 1984), was in Anwendung auf die Größe aus der CryoEM 59 nm entspre-

chen würde. 

Eine Analyse der von uns verwendeten Primer und des damit amplifizierten 

Templates mit den Sequenzen der defekten Partikel (Alanen et al., 1987) ergab, 

daß die Primer auch zu den Sequenzen der defekten Partikeln passen. 

Sequenzvergleiche mit Genomsequenzen von defekten SFV-Partikeln (Ref. 

Seq. acc. Nr. L27470 und L27529) und kompletten SFV Genomen (X04129, 

NC_003215, AY112987) bestätigen die Heterogenität in diesem Sequenzab-

schnitt. Es kann also aufgrund der Größe der Partikel davon ausgegangen wer-

den kann, daß es sich hierbei um defekte Partikel handelt. 
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Unter diesem Aspekt sind auch die Ergebnisse von C. Jursch zu erklären, der 

zur Eichung seiner Gelmatrix SFV aus einer vergleichbaren Präparation durch-

führte: Während sich beim Nachweis der Infektiosität mittels Zellkultur ein 

schmaler Peak ergab, wurde der Peak beim halbquantitativen PCR-Nachweis 

sehr viel breiter (Jursch, 2000). Da nur intakte Partikel infektiös sind und sich 

die Jursch’schen Primer in der selben Region wie die unsrigen befanden, ist 

davon auszugehen, daß auch er mit der PCR defekte Partikel nachgewiesen 

hat, die im kulturellen Nachweis nicht zu finden sind. 

 

3.3.7. Beurteilung der Elutions-Symmetrie 

Aus den ermittelten Parametern nach erfolgter Weibull-Analyse können Sym-

metrie und Weite der Elutionskurven beschrieben werden. Tabelle 2 gibt einen 

Überblick über die Skalare a, b und c sowie eine Angabe des aus c abgeleiteten 

Symmetrieparameters s (vgl. Abschnitt 3.2.3). 

Alle Trennungen liegen in einem akzeptablen Bereich der Symmetrie, wobei 

Parvovirus B19 mit einem s=0,115 den größten Tailing-Effekt, jedoch eine ge-

ringe Weite mit b=0,119 aufweist. Der erste Peak bei Auftrennung der SFV-

Partikel zeigt als einzige Population ein Fronting-Phänomen (s>1). 

 

Partikel Kav (x0) c b a s 

IgG 0,844 1,503 0,115 3,43 mm2 0,397 

IgM 0,595 1,485 0,258 4,69 mm2 0,386 

ParvoB19 0,492 1,122 0,119 8,52 · 107 Ge 0,115 

Polio 0,465 2,073 0,155 1,20 · 106 Geq 0,678 

SV40 0,244 1,245 0,129 2,53 · 106 Ge 0,217 

SFV DI 0,180 2,349 0,037 1,17 · 108 Geq 0,776 

SFV 0,110 5,720 0,096 9,61 · 107 Geq 1,282 

Tabelle 2: Vergleich der Weibull-Regressionsparameter der Eichpartikel und des dar-
aus abgeleiteten Symmetriefaktors s. 

 

3.3.8. Beurteilung der Kalibrierung 

Nach Abschluß der Kav-Bestimmung der Partikel zur Kalibrierung, konnten die-

se nun auf ihre Linearität in Bezug zum Logarithmus des Stokes´schen Durch-

messers Ds dargestellt werden. Hierzu wurden die durch vorhergehende Unter-
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suchungen mittels GEC (IgG, IgM), Röntgenstrukturanalyse und CryoEM ermit-

telten Größen für die Eichpartikel halblogarithmisch gegen die ermittelten Kav-

Werte aufgetragen und eine Regressionsfunktion errechnet (Abb. 19). 

 

 
Abbildung 19: Die Durchmesser der Eichpartikel halblogarithmisch gegen das gemes-
sene Kav aufgetragen. ▬ Regressionsgerade, d: Durchmesser. DI: Defective interfering 
particles. 

 

Die Regressionsfunktion kann mit folgender Formel beschrieben werden: 
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Der Regressionskoeffizient r2 für die Kalibrierungsgerade beträgt 0,9988 und ist 

damit bemerkenswert genau. Die Kalibrierungspunkte und die Regressionsfunk-

tion zeigen einen überraschend großen linearen Meßbereich des Durchmessers 

für Kav -Werte von 0,1 bis 0,84. Beim Vergleich der durch die GEC und anhand 

der Regressionsfunktion bestimmten Größe der Eichpartikel mit der erwarteten 

Größe sieht man, daß auch hier die Abweichungen relativ gering sind (Tab. 3). 

Die Kalibrierung ist also als erstaunlich genau anzusehen. 
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Partikel Kav Ds [nm] 
(erwartet) 

Ds [nm] 
(gemessen) 

Differenz 
[nm] 

Differenz 
[%] 

IgG 0,844 10,5 10,3 0,2 1,9 

IgM 0,595 21,2 20,7 0,5 2,4 

ParvoB19 0,492 26 27,2 1,2 4,6 

Polio 0,465 30,5 29,1 1,4 4,6 

SV40 0,244 50 50,3 0,3 0,6 

SFV DI 0,18 58,8 59, 0 0,2 0,3 

SFV 0,11 70 69,9 0,1 0,1 

Tabelle 3: Abweichung der mittels GEC bestimmten Durchmesser der Eichpartikel von 
ihrem erwarteten Durchmesser. 

 

Bei den folgenden Versuchen wurde nun die ermittelte Regressionsfunktion zur 

Bestimmung des Stokes’schen Durchmessers für die Größenbestimmung un-

bekannter Partikel verwendet. 
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3.4. Verhalten von Hepatitis-C-Virus Partikeln in der GEC 

Zur Beurteilung des Verhalten von HCV-Partikeln in der GEC wurden die sechs 

im Materialteil beschriebenen Seren A bis F untersucht. Die Bezeichnung er-

folgte nach der Reihenfolge ihrer Analyse; für die Darstellung der Ergebnisse 

wurden sie jedoch nach ihren Gemeinsamkeiten neu geordnet. Gemessen wur-

den in den einzelnen Fraktionen die HCV-RNA Konzentration mittels rt-PCR, 

die HCV-Core Ag Konzentration mittels ELISA und die Extinktion bei 280 nm als 

Maß für die Gesamtproteinkonzentration. Da die Nachweisgrenze für den Core-

ELISA nach Herstellerangaben bei 1,5 nm liegt, gelten Meßwerte unterhalb die-

ser Grenze als negativ. Die Maxima der einzelnen Peaks wurden mittels Wei-

bull-Regression bestimmt. Um eine bessere Übersichtlichkeit zu gewährleisten, 

werden die Regressionskurven in eigenen Abbildungen dargestellt. 

Charakteristisch für die Gesamtprotein-Konzentration (Extinktion 280 nm) in 

diesen Serumproben ist ein erster, kleiner Peak bei Kav 0 (Ve = V0), der durch 

alle diejenigen Lipoproteinpartikel im Serum bedingt ist, die einen Stokes-

Radius von > 80 nm besitzen. Ab einem Kav von ungefähr 0,25 zeigt sich eine 

langsam ansteigende Konzentration bis zu einem Plateau von 0,55 bis 0,7 und 

ein darauffolgender Peak bei 0,85, der ungefähr bei 1,1 wieder das Nullniveau 

erreicht. Dies entspricht dem klassischen Bild von Serumproteinen in der GEC. 

 

3.4.1.  Chronische HCV-Infektion 

Bei Serum A eines asymptomatischen anti-HCV-positiven Blutspenders, der 

durch erhöhte Transaminasen auffiel, zeigen sich ein HCV-RNA Peak und ein 

Core Peak bei Kav 0. Beide Peaks sind scharf begrenzt. (Abb. 20) 

Anders stellt sich das Bild bei Serum F – einem chronisch HCV infiziertem Pati-

enten unter Immunsuppression bei Zustand nach NTX – dar: Scharfe, hohe 

RNA-Peaks bei Kav 0 und 0,32 sowie ein deutlich kleinerer und breitbasiger 

Peak bei 0,08 mit einem Tailing bis 0,25. Das Core bildet einen schmalen Peak 

bei Kav 0 aus. Im Gegensatz zur RNA sind die folgenden Peaks jedoch beide 

breitbasig: Der erste hat ein Maximum bei 0,1, der zweite bei 0,37, wobei die 

Core-Konzentration beim vorderen der beiden Peaks deutlich höher ist. Auffällig 

am Gesamtproteinpeak ist die Schulter bei 0,9 in der fallenden Flanke. (Abb. 

21) 
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Abbildung 20: Nachweis von HCV – RNA und HCV-Core in der GEC mittels RT-PCR und ELISA 

Serum A: Blutspender; chronische HCV-Infektion. Laufmittel PBS, Fraktionsgröße  1,28 mL, Fließgeschwindigkeit 3,4 mL/h 
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Abbildung 21: Nachweis von HCV – RNA und HCV-Core in der GEC mittels RT-PCR und ELISA 

Serum F: Chronische HCV Infektion unter Immunsuppression bei Zustand nach Nierentransplantation 

Laufmittel PBS, Fraktionsgröße  2,05 mL, Fließgeschwindigkeit 3,8 mL/h 
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3.4.2. Frühe Infektionsphase 

Es standen drei Seren zur Verfügung, die aus einer frühen Infektionsphase 

stammen. Bei Serum B ist im Vergleich zu den anderen Seren die Viruslast 

deutlich niedriger. Die Infektion muß jedoch mindestens zwei Monate zurückge-

legen haben, da aus der Vorspende dieses Spenders ein HCV-RNA negatives 

Thrombozytenkonzentrat gewonnen wurde, daß zur Infektion einer immunsup-

primierten Leukämie-Patientin (Serum E) führte. Es stellt sich ein scharfer RNA-

Peak bei Kav 0,0 und ein zweiter Peak bei 0,38 dar. Das Tailing kann durch 

Meßschwankungen bei niedriger Viruskonzentration erklärt werden. Das Core-

Protein bildet Peaks bei 0,0 und 0,36 aus. (Abb. 22) 

Bei Serum C, einem Anti-HCV negativem Blutspender bilden sich bei der RNA-

Messung zwei Peaks aus: Ein hoher, schmaler bei Kav 0,0 und ein niedriger, 

breitbasiger bei 0,4. Ähnlich stellt sich das Core-Signal dar: Ein hoher schmaler 

Peak bei Kav 0,0 und ein niedriger, breitbasiger bei 0,37. (Abb. 23) 

Bei dem dritten Serum (Serum D, Anti-HCV negativer Patient) ist das Bild um-

gekehrt. Der Ausschlußpeak des Core bei Kav 0,0 ist zwar schmal, aber deutlich 

niedriger als der zweite Peak. Ein RNA-Peak ist nicht zu erkennen. Der zweite 

Peak ist bei beiden Signalen gewohnt breitbasig und hat bei der RNA-Messung 

sein mittels Weibull-Regression ermitteltes Maximum bei Kav 0,38 und bei der 

Core-Messung bei 0,44. (Abb. 24) 
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Abbildung 22: Nachweis von HCV – RNA und HCV-Core in der GEC mittels RT-PCR und ELISA 

Serum B: Blutspende; Vermutlich noch akute HCV Infektion, durch Vorspende Infektion von Patientin A 

Laufmittel PBS, Fraktionsgröße  1,64 mL, Fließgeschwindigkeit 3,3 mL/h 
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Abbildung 23: Nachweis von HCV – RNA und HCV-Core in der GEC mittels RT-PCR und ELISA 

Serum C: Anti HCV negativer Blutspender. Laufmittel PBS, Fraktionsgröße  1,66 mL, Fließgeschwindigkeit 3,5 mL/h 
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Abbildung 24: : Nachweis von HCV – RNA und HCV-Core in der GEC mittels RT-PCR und ELISA 

Serum D: Anti HCV negativer Patient. Laufmittel PBS, Fraktionsgröße  1,66 mL, Fließgeschwindigkeit 3,3 mL/h 
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3.4.3. Akute Infektion unter Immunsuppression 

Bei Serum E handelt es sich um eine Patientin, die unter vollständiger Immun-

suppression mit HCV infiziert wurde. Bei der RNA-Messung ist zunächst ein 

niedriger, schmaler Peak bei Kav 0,0 nachweisbar, gefolgt von einem breiten, 

deutlich höherem Peak bei 0,38. Das Core-Protein bildet drei Peaks aus: Den 

ersten bei Kav 0,0, den zweiten – etwas schmaler, aber von der Konzentration 

ungefähr dem ersten entsprechend – bei 0,15 und einen dritten, breitbasigen 

und deutlich höheren Peak bei 0,41. Es folgt ein ausgeprägtes Tailing des Co-

re-Antigens, das wiederum keinen vollständig parallelen Verlauf zur HCV-RNA 

zeigt.  

Vergleichbar zum zweiten Serum unter Immunsuppression (Serum F) hat der 

Gesamtproteinpeak eine Schulter in der fallendenden Flanke bei Kav 0,9 (Abb. 

25).
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Abbildung 25: Nachweis von HCV – RNA und HCV-Core in der GEC mittels RT-PCR und ELISA 

Serum E: Akute HCV-Infektion bei Immunsuppression durch Chemotherapie. Laufmittel PBS, Fraktionsgröße 1,27 mL, Fließgeschwindig-
keit 3,6 mL/h 
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3.4.4. Stokes´scher Durchmesser freier HCV-Virionen 

In den GEC-Läufen der HCV-Seren sind jeweils verschiedene Partikel-

Populationen erkennbar, die getrennt einer Weibull-Analyse unterzogen wur-

den. Die dabei ermittelten Regressionskurven sind getrennt für die RNA (Abb. 

26) und Core-Protein (Abb. 27) dargestellt, wobei jeweils die Population des 

Ausschlußvolumens (Kav=0) und die freien Virionen einer eigenen Analyse un-

terzogen wurden. Um trotz unterschiedlicher Konzentrationen die Kurven in ei-

ner Grafik vereinen zu können, wurde der Parameter a der größeren Population 

mit 1, die der kleineren Population als entsprechender Bruchteil der Größeren 

angegeben. Da aber nicht nur a, sondern auch c einen Einfluß auf den Maxi-

malwert der Kurve hat, wird deshalb in einigen Fällen der Wert 1 von keiner der 

beiden Populationen erreicht. Deutlich zu erkennen ist, daß die Kurven, die nur 

aus wenigen Meßwerten gebildet werden, sehr spitz zulaufen und in einigen 

Fällen von einem extremen Tailing begleitet sind; das reale Elutionsprofil wird 

nur unzureichend abgebildet (RNA bei V0: D,E,F, Core bei V0: B,D). Dieses 

Phänomen ist besonders im Ausschlußvolumen zu beobachten, da dort die 

nicht mit der Matrix interagierenden Partikel relativ schnell an- und wieder abflu-

ten und somit nur über einen kurzen Zeitraum nachweisbar sind. 

Kritisch erscheint insgesamt die Verwendung der Regressionen der RNA des 

Serum F, da beide Peaks im Wesentlichen nur durch jeweils einen Wert gebil-

det werden. Der Vollständigkeit halber sind sie dennoch aufgeführt. 
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Abbildung 26: Weibullregressionen aller HCV-RNA-Messungen der Seren A-F 

― A  ― B  ― C  ― D  ― E  ― F  

 
Abbildung 27:Weibullregressionen aller HCV-Coreprotein-Messungen der Seren A-F  

― A  ― B  ― C  ― D  ― E  ― F 
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In Tabelle 4 sind die ermittelten Verteilungsparameter aufgeführt, wiederum 

getrennt nach HCV-RNA und Core-Ag sowie nach Ausschlußpopulation  und 

freien Virionen. 

Bei Betrachtung der Ausschluß-Populationen ist zu beachten, daß die Trennfä-

higkeit der Säule nur bis Partikel mit einem DS von ca. 81 nm angegeben wer-

den kann. Die Seren A und C bzw. ihre Hauptfraktion haben hier klar auswert-

bare Peaks (hervorgehoben). Die freien Virionen sind als Hauptfraktion in den 

Seren D und  E gut erkennbar. Hier ergeben die Seren B und C aufgrund gerin-

ger Signalstärke ein sehr unklares Elutionsprofil, deren resultierendes Kav ent-

sprechend nicht zu verwerten ist. Die RNA-Signale in der Fraktion der freien 

Partikel bilden gegenüber den Core-Ag Messungen schmalere Peaks und errei-

chen vor dem Core ihr Maximum. Die höhere Heterogenität des Core-Ag-

Verlaufes zeigt sich auch in höheren Werten für den, die Weite bestimmenden 

Parameter b (bMW(Core)=0,426, bMW(RNA)=0,128).  

Bei der Analyse des nativen, frischen Serums F zeigte sich noch eine auswert-

bare Population des Core-Ag bei einem Kav von 0,078.  
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Population Serum x0 (Kav) c b a s Ds [nm] 

A -0,002 1,00 0,01 2,62 ·105 0,001 >81 

B 0,010 2,34 0,02 9,63 ·104 0,771 >81 

C -0,015 1,18 0,02 2,83 ·105 0,161 >81 

D -0,018 1,07 0,02 6,40 ·102 0,071 >81 

E 0,000 1,01 0,06 9,35 ·104 0,006 >81 

HCV RNA bei V0 

F -0,016 1,228 0,13 1,59 ·105 0,001 >81 

A -0,011 1,14 0,04 18,5 0,131 >81 

B -0,017 1,01 0,18 2,4 0,008 >81 

C -0,013 1,13 0,04 20,3 0,122 >81 

D -0,007 1,84 0,12 2,6 0,577 >81 

E 0,038 355300 25860 4,1 1,718 >81 

HCV Core bei V0 

F 0,006 1,00 0,02 1,8 0,001 >81 

B 0,377 1,27 0,05 1,78 ·106 0,557 36,0 

C 0,413 2,26 0,17 2,92 ·104 0,745 32,9 

D 0,365 1,26  0,10 6,70 ·104 0,231 37,5 

E 0,382 4,57 0,11 4,14 ·106 1,184 35,7 

HCV RNA  

(freie Virionen) 

F 0,325 1,04 0,007 1,56 ·106 0,041 41,1 

B 0,356 885 6,27 1,97 1,715 38,3 

C 0,375 2,51 0,24 5,59 0,826 36,5 

D 0,440 1,81 0,25 5,67 0,564 30,7 

E 0,362 1,25 0,19 13,5 0,217 37,5 

HCV Core  

(freie Virionen) 

F 0,362 1,17 0,08 3,09 0,160 37,4 

HCV RNA Kav 0,1 F 0,106 1,26 0,19 1,74 ·105 0,230 70,7 

HCV Core Kav 0,1 F 0,078 1,06 0,07 6,59 0,055 75,6 

Tabelle 4: Ergebnis der Weibullanalyse der HCV-Populationen und berechnete Parti-
kelgrößen. Die grau unterlegten Daten erscheinen aufgrund ihres Elutionsprofiles für 
die weitere Analyse nicht geeignet. Die ungewöhnlich hohen Werte für b und c bei HCV 
Core (V0) des Serum E resultieren aus dem Fronting des Peaks. 

 

3.4.5. Verhältnis des HCV-Core-Antigen zu RNA 

Mit der Kenntnis des Verhältnisses von HCV-Core-Ag zu RNA wäre es – ver-

bunden mit der Bestimmung des Molekulargewichtes des Coreproteins – mög-

lich, näherungsweise die Anzahl von Coreproteinen pro mutmaßlichem Kern-

capsid zu errechnen. Wir bestimmten daher dieses Verhältnis bei V0 und den 

freien Virionen. 
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Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurden die Meßergebnisse für die HCV 

RNA und das HCV Coreprotein bei allen 6 Seren aus zwei identischen Eluti-

onsvolumina addiert und der Mittelwert gebildet. Für den Bereich von V0 wurden 

die Fraktionen von Kav –0,05 bis 0,05, für das freie Virion wurde der Bereich von 

Kav 0,3 bis 0,55 verwendet. Aus den errechneten Mittelwerten wurde das Ver-

hältnis RNA/Core (qVo, bzw. qf) gebildet. Zunächst fällt auf, daß dieses Verhält-

nis einer großen Schwankung zu unterliegen scheint, was bei einem hypotheti-

schen Kerncapsid mit einer festen Struktur ein eher unerwartetes Ergebnis ist. 

(Tab. 5) 

 

Serum  
RNA[IU] / Core[pg] bei V0   

(qVo) 

RNA[IU] / Core[pg] bei freien 

Virionen   (qf) 

A 9800 nicht vorhanden 

B 21780 7843 

C 8620 4950 

D 775 8771 

E 12990 68899 

F  wegen zu geringer Signalstärken nicht auswertbar 

Tabelle 5: Verhältnis HCV RNA [IU] zu HCV Coreprotein [pg], gemittelt über repräsen-
tative Fraktionen der GEC.  

 

Trotz der großen Schwankungsbreite decken sich diese Ergebnisse größten-

teils mit Experimenten zum RNA/Core Verhältnis aus dem Serum von Patienten 

unter IFN-Therapie. Bei diesen Versuchen konnte ein durchschnittliches Ver-

hältnis von 7900 IU RNA/ pg Core mit Schwankungen von 50 bis 20 000 IU/pg 

nachgewiesen werden (Schüttler et al., 2004). Aus diesem Rahmen fällt die 

immunsupprimierte Patientin E deutlich heraus.  

Auffällig ist, daß sich diese Werte deutlich von dem Verhältnis unterscheiden, 

das theoretisch zu erwarten wäre: Ein komplettes Core mit 240 Untereinheiten 

und einem RNA-Genom sollte ca. 125.000 Genome/pg Core aufweisen. 

 

3.4.6. Inhibition der RT-PCR durch Serumbestandteile in der GEC 

Aufgrund der Eigenschaft der GEC, Partikel nach ihrer Größe aufzutrennen, 

wäre es möglich, daß nicht nur die zu messenden Viruspartikel fraktioniert wer-

den, sondern auch mögliche Inhibitoren. Diese Inhibitoren im Serum könnten 
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mithin einen unterschiedlichen Einfluß auf die Reverse Transkription bzw. PCR-

Amplifikation bei der Virusquantifizierung je nach Fraktionsbereich ausüben; in 

diesem Falle wären rt-PCR-Signale in den einzelnen Fraktionen auch durch den 

Einfluß dieser möglichen Inhibitoren unterschätzt bzw. bei Entfernung dieser 

Serumbestandteile erhöht. Dies hätte auf die Auswertung der Chromatogramme 

erheblichen Einfluß. Diesen möglichen Störfaktor galt es zu überprüfen. 

 

Zunächst wurden 20 µL des Serum A (150.000 IU HCV RNA) mit jeweils 120 µL 

aus Fraktionen des gesamten Spektrums von Kav 0 bis 1 der GEC des Serum G 

(HCV-negativ) vermischt, für 30 min. bei Tr inkubiert und anschließend die 

Menge der HCV-RNA in diesen gespickten Fraktionen quantifiziert. Es ergab 

sich ein Mittelwert von 136.500 IU RNA/mL (Standardabweichung (SD)= 

33080), ohne daß ein definierter Bereich des Kav für eine Hemmung der RT-

PCR erkennbar war.  

 

Um die Gegenwart von Inhibitoren für die RNA-Quantifizierung im Serum über-

haupt zu ermitteln, wurden gereinigte HCV-Partikel aus der GEC mit aufstei-

genden Konzentrationen von negativem, nativen Serum versetzt.  

Dazu wurde in einer aufsteigenden Reihe 0 bis 100 µL eines HCV-Ak und HCV-

RNA negativen Serums in 10er Schritten mit PBS auf 100 µL ergänzt. Dazu 

wurden jeweils 40 µL Eluat der GEC von Serum E (ca. 90.000 IU HCV RNA) 

aus dem Bereich von Kav 0,35 gegeben, für 30 min. bei Tr inkubiert und an-

schließend die HCV-RNA quantifiziert. Bei einem Mittelwert von 79.700 IU 

RNA/mL (SD 19.700) war wiederum kein definierter Bereich einer Inhibition er-

kennbar. 

 

Bei beiden Versuchen also war bei den Schwankungen um den Mittelwert keine 

eindeutige Tendenz zu einer Hemmung, bzw. Steigerung der rt-PCR-Effizienz 

im Sinne eines Peaks zu erkennen. Die rt-PCR wird also durch differentiell auf-

getrennte Serumbestandteile nicht gestört. 

 

3.4.7. Bestimmung des Fehlers für Ve 

Gemeinsames Merkmal aller GEC-Läufe ist die kontinuierliche, nicht an Frak-

tionen gebundene Messung der Proteinkonzentration. Der Proteinpeak liegt fast 
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bei Vt und unterliegt somit dem größten methodischen Fehler bei der Ermittlung 

des Elutionsvolumens während des Laufes, da sich sein Ve aus der Addition 

einer maximalen Anzahl von Fraktionsvolumina ergibt. Der Peak scheint daher 

geeignet zu sein, um den maximalen Fehler von Ve beurteilen zu können. Der 

Verlauf der Extinktion bei 280 nm ist bei den Plasmen bzw. Seren uniform. Ein-

zig die immunsupprimierten Patienten weisen eine andere Peakform auf, wes-

halb sie getrennt betrachtet werden. Zunächst wurden in Abbildung 28 die Pho-

tometer-Meßwerte aller Läufe der immunkompetenten Patienten in einer Grafik 

vereint. Um sie besser vergleichen zu können, wurde die Extinktion als Prozent 

des Maximalwertes angegeben. Gemeinsamkeiten der Chromatogramme sind: 

Ein kleiner Peak bei V0 (Kav = 0), der durch die erwähnten Lipoproteine >80 nm 

bedingt ist, ein Plateau von 0,55 bis 0,7 und der darauffolgende Hauptpeak bei 

0,85.  

 
Abbildung 28: Proteinkonzentrationen (Extinktion bei 280 nm) der untersuchten Seren 
aller immunkompetenten Patienten, in Prozent ihres Maximalwertes. 
▬ Serum A ▬ Serum B ▬ Serum C ▬ Serum D ▬ Serum G 

 

Es fällt auf, daß sich bei den Seren der beiden immunsupprimierten Patienten 

(E und F) im Abgang des Hauptpeaks noch eine zusätzliche Schulter zeigt, die 

bei den Seren der nicht-immunsupprimierten Patienten so nicht vorhanden ist. 
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Außerdem erscheint der Hauptpeak gegenüber den übrigen Seren ein wenig 

nach vorne gezogen (∆Kav ≈ 0,04). (Abb. 29) 

 

Abbildung 29: Proteinkonzentrationen (in % max. OD280) der untersuchten Seren der 
beiden immunsupprimierten Patienten, in Prozent ihrer Maximalkonzentration 
▬ Serum E ▬ Serum F 

 

Dieses Bild kann dadurch erklärt werden, daß der IgG/M Anteil der Serumpro-

teine unter Immunsuppression deutlich verringert ist (Vorlaender et al., 1980). 

Aus der Analyse der IgG-Konzentration (Abb. 14) ergab sich, daß die IgG-

Konzentration in der Spitze des Hauptpeaks am größten ist. Geht man nun da-

von aus, daß die Form des Hauptpeak wesentlich durch das IgG definiert ist, 

kann die verfrühte Spitze auf das verringerte IgG unter Immunsuppression im 

Verhältnis zu den übrigen Proteinen  zurückgeführt werden. Dies entspricht 

auch dem klassischen Bild einer Elektrophorese von Plasmaproteinen bei IgG-

Mangelsyndrom, bzw. Immunsuppression. Bildet man bei den fünf Seren mit 

nicht verändertem Proteinprofil den Mittelwert des Kav  des Hauptpeaks, dann 

erhält man ein Kav von 0,855; die Standardabweichung ergibt den Wert 0,0189, 

so daß eine Standardabweichung 2,2% von Ve entspricht. 
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3.4.8. Menge eingesetzter und eluierter Viren 

Eine der methodischen Schwierigkeiten einer GEC ist, daß nicht immer alle in 

einen Lauf eingesetzten Partikel wieder eluiert werden. Dies kann einfach durch 

unspezifische Absorption an der Matrix geschehen, im Falle eines Virus zusätz-

lich auch dadurch bedingt sein, daß das Virus während des Laufes zerfällt, sein 

Genom durch im Serum oder ubiquitär vorhandene Nukleasen gespalten wird, 

und somit nicht mehr durch NAT nachweisbar ist. Bei den von uns verwendeten 

Matrices ergab sich durch Länge und Fließgeschwindigkeit eine Zeitspanne von 

zwei bis drei Tagen zwischen Beginn der GEC und Verarbeitung des Virus zur 

Analyse. In Tabelle 6 ist die eingesetzte und wieder eluierte HCV-RNA aus den 

HCV-Läufe gegenüber gestellt. 

 

Serum eingesetzte IU 

(ein) 

eluierte IU 

(aus) 

Anteil  

aus an ein 

A 1 400 000 845 000 60% 

B 400 000 500 000 125% 

C 2 500 000 830 000 33% 

D 2 900 000 490 000 17% 

E 3 000 000 14 800 000 490% 

F 8 000 000 4 600 000 58% 

Tabelle 6: Vergleich der nach GEC wiedergewonnenen HCV-RNA-Einheiten der Seren 
A-F. 

 

Auffällig ist der hohe Überschuß an eluierten RNA-IU bei Serum E. Dieser liegt 

deutlich über dem maximalen Fehler der Meßmethode. Da das Serum E jedoch 

insgesamt drei mal mit vergleichbaren Ergebnissen analysiert wurde, spricht 

dies für einen Inhibitor im Serum der durch die GEC entfernt wurde. Dabei 

könnte es sich um die alkylierenden Chemotherapeutika handeln, mit denen die 

Patientin behandelt wurde. Der Überschuß bei Serum B ist wahrscheinlich 

durch den geringen initialen RNA-Level und den Fehler bei den daraus resultie-

renden geringen Konzentrationen in den Fraktionen entstanden. 

Aus Untersuchungen zur Lagerungsfähigkeit von HCV ist bekannt, daß die RNA 

bei 5°C in Serum bis zu drei Monate stabil ist (Jose et al., 2003). Das Core-

Protein ist bei Inkubation mit 37° über mindestens 24 h stabil (Nakamuta et al., 
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2001). Leider existieren keine vergleichbaren Experimente zur Lagerung in PBS 

und TNE. Mögliche Erklärungen für die Verlustraten der übrigen Seren wären 

also einerseits eine unspezifische Absorption an der Matrix, andererseits aber 

auch eine Instabilität des Virus in den beiden Laufpuffern. Eine unspezifische 

Absorption wurde stets dadurch minimiert, daß ein Sättigungslauf mit Serum vor 

der eigentlichen Messung vorgenommen wurde. 

3.5. Elektronenmikroskopische Darstellung viraler Partikel 

3.5.1. Darstellung von Eichpartikeln 

Von den zur Eichung verwendeten Partikeln wurden elektronenmikroskopische 

Präparate angefertigt (Negativ-Kontrastierung), um im Parallelansatz bei der 

Aufreinigung von HCV- Partikeln aus dem Serum F, als Positivkontrolle der Auf-

reinigung wie auch der Präparation selbst zu dienen. Zur Präparation wurden 

die Eichviren direkt aus Serum (Parvovirus B19, 100µl) oder Zellkulturüberstand 

(SFV, SV40, Poliovirus je 50 µl) in 12mL TNE durch Ultrazentrifugation pelletiert 

(1,5 h, 36.000 rpm, Rotor TST41.14). Die Präparation erfolgte wie in Abschnitt 

2.2.6 beschrieben.  

In Abbildung 29 sind die Aufnahmen des SFV zu sehen. Man erkennt sowohl 

homogen weiße Partikel (a) als auch Partikel mit einer dunkleren Innenstruktur 

(b). Diese scheinen in mehreren Fällen aufgeplatzt zu sein (c). Die weißen Par-

tikel weisen dagegen in vielen Fällen ein oder zwei kleinere Abschnürungen auf 

(d). Da es sich bei diesem Präparat um einen Zellkulturüberstand handelte, ist 

davon auszugehen, daß es sich bei allen Partikeln um SFV-assoziierte Partikel 

handeln sollte. Das heterogene Bild könnte durch präparationsbedingte Artefak-

te (c und d) bedingt sein, aber auch die beiden in der GEC nachgewiesenen 

unterschiedlich großen Viruspopulationen repräsentieren (a und b).  

Die anderen Viren zeigen homogenere Bilder in der EM. SV40 (Abb. 30A) ist 

jedoch deutlich kleiner als die mittels CryoEM bestimmten 50 nm, was für eine 

Schrumpfung durch die Präparation spricht. Die Größen von Poliovirus (Abb. 

30B) und Parvovirus B19 (Abb. 30C) bewegen sich in dem Bereich, der durch 

die CryoEM angegeben wurde. 
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Abbildung 30: EM von sedimentierten Par-
tikeln und ihre daraus bestimmte mittlere 
Größe (Längenmaßstab jeweils 50nm): 

 
A) SV40: mittlere Größe von 40 nm 
(180000x Verg.) 
B) Poliovirus Sabin I: 30nm (90000x Verg.)  
C) Parvovirus B19: 26nm (90000x Verg.) 

A 

C 

Abbildung 29: EM Sedi-
mentierter SFV-Partikel 
(90000x Verg.). Übersicht 
und Ausschnitt mit drei 
intakten und einem per-
meablen Virion. Mittlere 
Größe 59-63nm (Längen-
maßstab jeweils 100nm). 

a 

b 

c 

d 
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Darstellung von Partikeln aus HCV-positivem Serum 

Zur Darstellung von HCV-Partikeln wurde mit frischem Patientenserum F unmit-

telbar nach Entnahme am Patienten eine GEC durchgeführt, danach je 3 Frak-

tionen des Ausschlußpeaks in V0 und im Hauptpeak um Kav 0,36 einer wie in 

3.5.1. beschriebenen Ultrazentrifugation unterzogen und zur EM präpariert. 

Aufgrund des Ausgangsmaterials und der Verdünnung durch die GEC sind kei-

ne optimalen Voraussetzungen für eine EM gegeben gewesen. Durch die oben 

erwähnte Verwendung von direkt nach Abnahme verarbeitetem Serum und der 

Aufkonzentrierung mittels UZ versuchten wir, dennoch optimale Bedingungen 

zu schaffen.  

In der Ausschlußfraktion sind größere Lipidaggregate mit einigen wenigen mög-

lichen Virus-ähnlichen Partikeln zu erkennen (Abb. 31, E, Pfeil). 

In der Hauptfraktion waren zwei Partikelpopulationen mit jeweils homogener 

Größe erkennbar. In einigen Partikeln (Vergrößerung F) scheint eine regelmä-

ßige, randständige Struktur vorhanden zu sein. Obwohl diese Partikel aus Frak-

tionen bei einem Kav entsprechend ca. 40 nm isoliert wurden, zeigen sie in der 

EM-Präparation einen scheinbaren Durchmesser von ca. 55nm, was einem Ab-

plattungseffekt entspräche. 

Insgesamt konnten wir Partikel darstellen, die aber in einer geringen Konzentra-

tion vorliegen und keine zweifelsfrei virustypische Morphologie zeigen. Somit 

können wir nicht entscheiden, ob überhaupt oder welche der dargestellten Par-

tikel HC-Virionen repräsentieren. Die regelmäßigen Strukturen machen es den-

noch nicht vollkommen unwahrscheinlich, daß es sich hierbei teilweise um vira-

le Partikel handeln könnte. 
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Abbildung 31: EM-Darstellung von Partikeln aus Serum F nach GEC 
und Ultrazentrifugation (angegeben jeweils die Vergrößerung und Länge 
des Eichstrichs: A) 35100x, 200nm,B) und C)180000x, 50nm,D) 
100000x, 100nm, E) Ausschlußfraktion 90000x, 100nm, F) 360000x, 
50nm (Vergrößerung aus D) 

A 

B 

E F 

D C 
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3.6. Molekulargewicht des HCV-Core Proteins im Serum 

Um das Molekulargewicht des HCV-Core-Protein im Serum zu bestimmen, 

wurden Western-Blots aus den Seren A und E angefertigt. Serum A wurde di-

rekt mit Laemmli-Puffer/dTT inkubiert, bei Serum E wurden nebeneinanderlie-

gende Fraktionen der GEC aus dem Bereich Kav 0,3 bis 0,5 vereinigt und in der 

Ultrazentrifugation aufkonzentriert. Als Negativkontrolle diente HCV-negatives 

Serum, als Positivkontrolle die Positivkontrolle aus dem HCV-Core-ELISA der 

Firma Ortho (rekombinantes Coreprotein). Als Antikörper diente der Peroxida-

se-markierte aHCV-Core Antikörper aus dem HCV-ELISA. 

Abbildung 32: Western-Blot gegen das HCV-Core-Protein. Links wurde 1 µL des Se-
rum A direkt eingesetzt. Rechts wurden die Hauptfraktionen aus der GEC von Serum E 
vereinigt und in der Ultrazentrifugation (UZ) aufkonzentriert. UZ2 =Kav 0,35-0,39, UZ3= 
Kav 0,4-0,44 und UZ4=Kav 0,45-0,5.  

 

Bei Serum E konnte eine Bande in Fraktion UZ3 (=Hauptpeak) bei ungefähr 17-

18 kD nachgewiesen werden, bei Serum A eine sehr viel stärkere Bande bei 

ungefähr 22 kD (Abb. 32). Das HCV-Core-Protein hat stark basische Eigen-

schaften mit einem theoretischen isoelektrischen Punkt bei pH 11,65 (bezogen 

auf ref. Seq. acc.no. M58335, Programm EditSeq Proteinstatistik), was zu ei-

nem anderen Bewegungsverhalten im elektrischen Feld führt, als die neutralen 

Proteinmarker besitzen: Dies schränkt die Beurteilung der Molekulargewichts-

bestimmung ein. Gleichwohl fällt auf, daß das Molekulargewicht zwischen den 

beiden Seren Unterschiede aufzuweisen scheint. Dies ist im Zusammenhang 

mit weiteren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe noch zu diskutieren. 

 
 Serum E     UZ2      UZ3     UZ4     neg       pos 

45 

30 

20,1 

14,3 

6,5

 
                  Serum A       neg 

 

45 

30 

20,1 

14,3 
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3.7. Immunpräzipitation Antikörper-beladener HCV-Partikel 

Bei der Auswertung der GEC Läufe stellten sich zwei Populationen des HCV 

dar: Die eine Population ist so groß, daß sie im Ausschlußvolumen liegt, die 

andere ist kleiner mit einem Kav bei ungefähr 0,38. Die größere Population 

könnte durch lipidhaltige Aggregate und/oder eine Antikörperbeladung der Viren 

zustande gekommen sein. Aus diesem Grunde wurden Immunpräzipitations-

versuche mit Fraktionen aus beiden Populationen verschiedener Seren mit Dy-

nabeads und nach Hijikata (Abschnitt 2.2.12.) durchgeführt. 

Die Ergebnisse der Methode nach Hijikata waren so starken Schwankungen 

unterworfen, daß davon auszugehen ist, daß diese Methode für eine quantitati-

ve Bewertung der Selektion von IgG-beladenen Viren nicht geeignet ist. Mögli-

che Ursache wäre das nicht genau bestimmbare – und damit meist suboptimale 

– Verhältnis von Antikörper zu Antigen, so daß sich kein genügend stark ver-

netztes Pellet ausbilden kann.  

Zu besseren Ergebnissen führten die Versuche mit Dynabeads: Bei der Auf-

trennung der V0 Population des Serum A konnte bei zwei nebeneinander lie-

genden Fraktionen einmal 55% und das andere mal 21 % der eluierten Viren 

mittels Dynabeads gebunden werden. Bei der Untersuchung des Serum C war 

es möglich in der V0 Population in drei nebeneinander liegenden Fraktionen 79, 

90 und 97 % der Viren an Dynabeads zu binden. Im Gegensatz dazu wurden 

aus der Population bei Kav 0,4 lediglich maximal 5 % der Viren an die Dyna-

beads gebunden ( 4 benachbarte Fraktionen, 1, 5, 1 und 1 %) (Tab. 7) 

 

Serum 
Fraktion Nr. 

(Ds [nm]) 
Nicht präzipitierte 

Viren [IU/mL] 
Präzipitierte Viren 

[IU/mL] 
Präzipitierte 
Viren in % 

26   (≥ 81) 23760 28890 54,9 A 

(bei V0) 27   (≥ 81) 34310 9118 21,0 

13   (≥ 81) 444 1661 78,9 

14   (≥ 81) 1497 13040 89,7 
C 

(bei V0) 
15   (≥ 81) 190 7280 97,5 

36   (≈ 35) 192200 3949 0,2 

37   (≈ 35) 159400 9012 5,3 

38   (≈ 35) 574100 7560 1,3 

C 

bei Kav 

0,44 
39   (≈ 35) 231900 1937 0,8 

Tabelle 7: Daten der Präzipitationsversuche mit Dynabeads 
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3.8. Versuche zur Freilegung des Capsids 

Um die Größe des HCV-Core-Partikels nach Delipidisierung bestimmen zu 

können, wurden alle im Methodenteil beschriebenen Verfahren zur Entfernung 

der Lipidmembran angewandt. Verwendet wurde das Serum A. Es konnte je-

doch bei keinem Verfahren nach der Detergensbehandlung bzw. Behandlung 

mit Ether/Butanol oder Chloroform HCV-RNA nachgewiesen werden. Dies gilt 

auch für die Methode nach André (Andre et al., 2002), von dem wir uns die rich-

tige Anwendung seiner Methode fernschriftlich bestätigen ließen. Unter der 

Vorstellung, daß von allen verwendeten Methoden die Entfernung der Lipidhülle 

durch Phospholipase C die schonendste gewesen sei, wurde das entsprechen-

de Specimen trotz nicht nachweisbarer RNA durch GEC analysiert. Dabei konn-

te über das gesamte Elutionsvolumen ein knapp an der Nachweisgrenze gele-

genes Core-Signal gemessen werden. Ein Peak war nicht auszumachen. Eine 

Entfernung der Virushülle ohne gleichzeitige Freilegung bzw. Zerstörung des 

Genoms war somit nicht möglich. 

 

3.9. Versuche mit Superose 6 auf analytischen Säulen 

Nachdem sich durch die Versuche auf Biogel A50m herausstellte, daß das HCV 

deutlich kleiner zu sein schien, als zunächst angenommen, entschlossen wir 

uns, auch Matrices aus Superose 6 mit langer Laufstrecke zu gießen. Dies war 

zunächst nicht geplant gewesen, da das Auschlußvolumen von Superose 6 un-

ter der vorher vermuteten Größe der freien HCV-Partikel liegt. 

Zur Kalibrierung wurden die bekannten Partikel verwendet, sofern sie kleiner als 

55 nm waren. Dem zu kleineren Partikeln verschobenen Meßbereich wurde mit 

der Bestimmung von Ferritin (Fa. Sigma, USA, Kat.Nr. F-4503) und α-

Makroglobulin (Nachweis im Serum G)  Rechnung getragen. Der Nachweis er-

folgte mittels Durchflußphotometer. Die Filtration wurde in üblicher Weise 

durchgeführt, die Maxima der Peaks wurden mittels der Weibullfunktion be-

stimmt. Die Regression durch die ermittelten Punkte führt zu folgender Funkti-

on: 

)34,7(
53,7273,8)6( avK

S eSuperoseD
−

+=  
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Der Regressionskoeffizient r2 beträgt 0,9996 und ist damit wiederum sehr klein. 

Die Anwendung der Weibullverteilung scheint also auch auf andere Gel-

Matrices übertragbar zu sein (Abb. 33). 

    
Abbildung 33: Kalibrierungskurve zur Anwendung der GEC mit Superose 6. Die y-
Achse für DS ist logarithmisch dargestellt. 

 

Das Serum F wurde zur Charakterisierung der freien HCV Population auf Supe-

rose6 getestet. Der Peak der RNA wurde mittels WV zu 0,133 bestimmt  (Abb. 

34) und entspricht somit einem DS von 36,1 nm, was im Bereich der mit Biogel 

bestimmten Größen liegt und damit die Unabhängigkeit der Größenverteilung 

von diesen verschiedenen Matrices demonstriert. 
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Abbildung 34: Nachweis von HCV RNA (Serum F) auf Superose 6 

••• HCV-RNA ― Weibull-Regression  

 

3.10. Anwendung der GEC auf HBV, BVDV und B19 

3.10.1. GEC von HBV-positivem Serum auf Biogel A50m 

Das Serum G wurde verwendet, um die Elutionsvolumina von IgM und IgG zu 

bestimmen. Gleichzeitig wurde das Elutionsverhalten von HBV analysiert. Dazu 

wurden HBV-DNA und HBsAg nachgewiesen. Da die durch OD280 ermittelten 

Ausschlußvolumina auch bei unmittelbar nacheinander auf der gleichen Matrix 

durchgeführten Versuchen nicht vollständig zur Deckung kamen, wurde der 

Ausschlußpeak von HBV-DNA zusätzlich zur Bestimmung von V0 verwendet, 

um einen einheitlichen Meßpunkt auch bei später gegossenen Matrices zu ge-

währleisten. 
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Abbildung 35: Nachweis von HBV und HBsAg in der GEC auf Biogel A50m 

▬  DNA Signal ▬ Weibull-Kurve der HBV-DNA ▬  HBsAg  ▬  Weibull-Kurve des 
HBsAg ▬ Optische Dichte 

 

Zusätzlich zum Peak in V0 (A) konnte ein weiterer HBV-DNA Peaks nachgewie-

sen werden, der das freie HBV repräsentiert (B). Der Kav Wert war mit 0,246 

(50,2 nm) gut bestimmbar. Man könnte jedoch meinen, daß der Peak von ei-

nem zweiten, kleineren begleitet wird, der durch eine Senke in der Eluatkonzen-

tration von drei Fraktionen vom vorderen Peak abgrenzbar ist (C). Dieser würde 

bei 0,379 (36 nm) liegen (Abb. 35). Diese Beobachtung konnte bei Versuchen 

mit demselben Serum auf Superose 6 nicht bestätigt werden, so daß es sich 

um ein Artefakt zu handeln scheint. Der HBsAg-Peak zeigte einen Kav Wert von 

0,531 was einer Größe von 24,6 nm entspricht (D).  
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3.10.2. Vergrößerung des Stokes´schen Durchmessers durch Antikörper 

Um die Vergrößerung des Stokes’schen Durchmesser eines Virions durch die 

Beladung mit humanen Antikörpern zu quantifizieren, wurden zwei Chromato-

gramme erstellt: Für das Parvovirus B19 wurde ein Serum analysiert, daß so-

wohl einen hohen anti-B19-IgG-Titer als auch eine hohe Viruslast aufwies (Abb. 

36). 

 
Abbildung 36: Nachweis von Parvovirus B19 aus dem verdünnten Serum eines 
PVB19-Ak(IgG) positiven Patienten auf Biogel A50m: ▪▪▪ DNA Signal  ▬  Weibull-
Regression  ▬ Optische Dichte 

  

Der Kav Wert beträgt 0,312 (42,5 nm). Dies bedeutet eine Vergrößerung des 

Durchmessers gegenüber dem nicht Ak-beladenem Virus um 17 nm, was einer 

Radiusvergrößerung von 8,5 nm durch statistische Bindung eines IgG-Moleküls 

pro Untereinheit entsprechen könnte. 

Für die Umsetzung dieses Versuches mit dem Polio-Impfvirus Sabin 1 wurde 

zunächst das Impfvirus aus dem Zellkulturüberstand mit dem Serum eines Impf-

lings inkubiert, der vier Monate zuvor eine Auffrischung des Impfschutzes mit 

Salk-Totimpfstoff erhalten hatte. Anschließend erfolgte die Analyse mittels 

GEC. (Abb. 37) 
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Abbildung 37: Nachweis von Poliovirus in der GEC auf Biogel A50m, das mit Polio-Ak 
positivem Serum inkubiert wurde: ▪▪▪ RNA Signal  ▬  Weibull-Regression  ▬ Optische 
Dichte  

 

Der Kav Wert des inkubierten Poliovirus beträgt 0,041 und liegt damit nahezu 

bei V0. Insgesamt ist der Peak stark asymmetrisch mit einem breiten Tailing bis 

Kav 0,5. Es hat den Anschein, daß der Peak sehr nahe an V0, wenn nicht gar in 

V0 liegt, was für Aggregate aus mehreren Partikeln spricht. 

 

3.10.3. Größenbestimmung von BVDV 

Das Virus der Bovinen Virus-Diarrhoe (BVDV) hat bezüglich der Erforschung 

von HCV eine gewisse Bedeutung, da es aufgrund seiner taxonomischen Nähe 

als Pestivirus und seiner leichten experimentellen Zugänglichkeit in Zellkulturen 

vielfach als Modellvirus für HCV genutzt wird. Dies gilt insbesondere für Filtra-

tionen zur Viruselimination in Gerinnungsfaktoren (Johnston et al., 2000) 

(Chandra et al., 1999). Die Größe von BVDV war also durch sein Verhalten in 

der GEC zu bestimmen, da man bisher annahm, daß diese mit der Größe von 

HCV vergleichbar sei. 
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Abbildung 38: Nachweis von BVDV in der GEC auf Biogel A50m mittels Real-time 
PCR: ▪▪▪ RNA Signal  ▬  Weibull-Regression  ▬ Optische Dichte  

 

Der Kav Wert von BVDV wurde mit 0,256 bestimmt (Abb. 38). Daraus ergibt sich 

ein Stokes’scher Durchmesser von 48,6 nm. Da der Stamm Osloss von BVDV 

jedoch eine Gemisch aus zwei verschiedenen Viruspartikeln ist, könnte aus der 

Form der Elutionskurve auch geschlossen werden, daß es sich hierbei wieder-

um um die Überlagerung von zwei verschieden großen Populationen handelt: 

Nach dem ersten Peak ist eine durch vier Fraktionen definierte Senke zu er-

kennen. Eine einzelne darauf folgende Fraktion mit höherer Konzentration wür-

de einen Ausreisser vermuten lassen. Da sich jedoch ein kleiner Peak aus zwei 

Fraktionen herausbildet, könnte hier durchaus von einer zweiten, kleineren Po-

pulation ausgegangen werden. Eine Weibullanalyse unter der Prämisse, hier 

zwei Peaks vorzufinden, ergibt folgende Werte:  

Peak 1: Kav = 0,260 ( 48,4 nm), Peak 2: Kav = 0,318 (41,8 nm) 

Erstaunlicherweise wird der durch die Weibullregression berechnete Kav –Wert 

des gesamten Datensatzes durch den zweiten Peak fast nicht berührt; gegen-

über dem herausgelösten größeren Peak divergiert der errechnete Durchmes-

ser nur um 0,2 nm.  

 



 

4. Diskussion 
Seit dem Beweis der Infektiosität eines Ultrafiltrates aus Tabak-Mosaik-Virus-

haltigem Pflanzensaft durch Ivanovskij (Ivanovskij, 1892, Ivanovskij, 1903), ist 

die Bestimmung von Größe und Morphologie von Viren grundlegend für die Er-

forschung dieser subzellulären Erreger. Auch heute stellen Ultrafiltration, Elek-

tronenmikroskopie und Sedimentationsverhalten in der Ultrazentrifugation erste 

Schritte zur Charakterisierung von Viren dar. 

Wegen fehlender Nachweissysteme liefen diese klassischen Methoden bei der 

Entdeckung des HCV zunächst ins Leere, und erst mit der damals neuartigen 

Technik der Selektion einer Vielzahl von cDNA-Klonen wurde das Genom des 

HCV entdeckt. 

Die Filtrationsexperimente von D. Bradley (Bradley, 1985) gaben erste Hinwei-

se auf die Morphologie des HCV, doch seither ist die weitere Charakterisierung 

von nativen HCV-Partikeln nicht wesentlich fortgeschritten: zum einen ergaben 

Untersuchungen mittels Dichtgradienten keine einheitlichen Partikelpopulatio-

nen, zum anderen sind keine überzeugenden EM-Darstellungen gelungen; in 

gewisser Weise blieb das HCV jenes „unsichtbare“ Virus, das es seit den ersten 

Hinweisen auf eine Non-A-Non-B-Hepatitis war. 

Die Angaben zur Größe des HCV fußen im wesentlichen auf Filtrations-

experimenten wie auch auf Analogieschlüssen von Größen bekannter Flavi- 

und Pestiviren. Dieses Vorgehen ist methodisch wenig befriedigend.  Auch die 

Ermittlung der Größe dieser verwandten Viren durch die artefaktanfällige Mes-

sung mittels konventioneller EM ist nicht wirklich zuverlässig.  

Da die konventionellen Methoden zur Größenbestimmung des HCV ungenau 

(Filtration) bzw. ohne befriedigendes Ergebnis (EM) blieben, galt es in dieser 

Arbeit einen alternativen methodischen Zugang zu wählen. Die für die Separati-

on von Viren schon fast in Vergessenheit geratene Gel-

Ausschlußchromatographie (GEC) konnte unter Verknüpfung mit zwei moder-

nen Verfahren neue Möglichkeiten eröffnen: 

• Es konnten Größendaten von Viren zur Kalibrierung aus der früher nicht 

zur Verfügung stehenden CryoEM herangezogen werden 

• Die Quantifizierung der Viren nach GEC wurde durch die Möglichkeit ei-

ner real-time PCR Methode mit großem linearen Meßbereich erheblich 

präzisiert. 
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Eine methodische Schwachstelle der GEC, die es im Rahmen dieser Arbeit zu 

überwinden galt, ist die objektive Bestimmung des Signalmaximums (Kav), wenn 

das Meßverfahren eine große Streubreite aufweist. Zur objektiveren Auswer-

tung wurde ein mathematisches Verteilungsmodell entworfen. 

 

4.1. Die Beschreibung der GEC im Verteilungsmodell 

Bei Verwendung einer Methode zur Virusquantifizierung, die einen großen li-

nearen Meßbereich besitzt (Real-time PCR), ist es evident, daß das erzeugte 

Elutionsprofil der Nukleinsäurehaltigen Viruspartikel der tatsächlichen Vertei-

lung eher entspricht als Meßdaten, die Sättigungsbereiche aufweisen (Hybridi-

sierungen, branched-DNA), nur funktionelle Eigenschaften messen (Infektiosi-

täts-Assays, Plaque-Assays) oder in Form von Verdünnungsreihen nur einge-

schränkte quantitative Aussagen zulassen. Dennoch hat auch dieses Verfahren 

eine größere Ungenauigkeit als rein physikalische Meßverfahren, wie z.B. die 

UV-Lichtabsorption. 

 

Bisher wurde das Signalmaximum eines Elutionsprofils mittels einer Gauss-

Verteilung oder einer manuellen, abschätzenden Iteration bestimmt. Um mögli-

che Ungenauigkeiten bei der Interpretation der Rohdaten zu vermeiden, wurde 

das in Kap. 3.2 beschriebene neuartige Verteilungsmodell auf die GEC ange-

wendet. Hierbei konnte nicht nur das Signalmaximum objektiv bestimmt wer-

den, es ergaben sich auch aus den Skalaren der Verteilung neue Parameter, 

um Eigenschaften der GEC-Trennung wie Heterogenität und Symmetrie zu 

quantifizieren. 

 

Abb. 39 gibt einen Vergleich der Auswertung gleicher Rohdaten der Kalibrie-

rung mittels Gauss-Verteilung, visuell-subjektiver Iteration durch einen erfahre-

nen GEC-Anwender und dem in dieser Arbeit dargestellten mathematischen 

Modell (Weibull-Verteilung, WV). 
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Abbildung 39:Bestimmung der Kav –Werte mit drei verschiedenen Methoden: 

+ WV, o Gauss Regression, ∆ erfahrener GEC-Auswerter („manuell“) 

Regressionsfunktion  —  der Weibull-Werte,  —  der manuell ermittelten Werte 
 

Bei Ermittlung der exponentiellen Regressionsfunktion ( )avKa

s eaaD
×−

+= 3

21

 für 

diese Auswertungsarten ergibt sich für die Gauss-Verteilung ein Regressions-

koeffizient r2 von 0,9917, für die subjektive Auswertung 0,9935 und für die WV 

0,9988. Die Gaussverteilung zeigt sich damit als ungenaueste Auswertungsme-

thode, da sie a priori als symmetrische Verteilung die normalerweise asymme-

trischen Verläufe der GEC nicht hinreichend abbilden kann. Die Asymmetrie 

wird bei der subjektiven Auswertung partiell berücksichtigt und eine Gewichtung 

der Fraktionen vorgenommen; sie ist gegenüber der Gauss-Verteilung genauer 

jedoch auch von der Interpretationsfähigkeit des Auswerters abhängig. Die WV 

zeigt bei der Kalibrierung die höchste Genauigkeit und erfüllt damit jene Kriteri-

en, die an ein mathematisches Modell im Rahmen dieser Arbeit gestellt wurden. 

Ein ähnlicher Vorteil der Weibullverteilung gegenüber einer symmetrischen Log-

Verteilung konnte bei der Größenbestimmung von artifiziellen Membranvesikeln 

nach Auswertung mittels „Flow Field-Flow“ Fraktionierung und Multiangle Light 

Scattering (MLS) gezeigt werden (Korgel et al., 1998). 
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Die in Abb. 19 dargestellte Kalibrierung der verwendeten Gelmatrix BioGel 

A50m, wurde durch die Ermittlung des Elutionsprofils und der Auswertung mit-

tels WV von sieben Eichpartikeln bestimmt. Der Bereich des Kav, der noch eine 

lineare Beziehung zuläßt, stellt sich von 0,05 bis 0,85 dar und entspricht damit 

dem linearen Bereich, der an vernetzten Dextrangelen (Determann et al., 1966) 

und Sepharose 6B (Gerlich et al., 1970) bereits für kleinere Partikelgrößen ge-

zeigt wurde. 

Eine Berechtigung, die oben angeführte logarithmische Beziehung zwischen Ds 

und Kav zur Ermittlung der Kalibrierung anwenden zu können, ergibt sich aus  

den physikalischen Modellen nach Laurent und Killander (Laurent et al., 1964) 

sowie dem Ogston-Verteilungsmodell (Ogston, 1958), die 1988 eine empirische 

Bestätigung bei der Größenbestimmung von Dextranen mittels Sephadex-

Gelen erfahren haben (Poitevin et al., 1988). 

 

Die Güte einer Kalibrierung ergibt sich auch unmittelbar aus der Genauigkeit 

der für die Eichpartikel angegebenen Größe. Seit ausreichend CryoEM-

Abbildungen von Viren veröffentlicht wurden, ist es möglich, diese sehr präzisen 

Daten von Viruspartikeln für die GEC zu nutzen. Durch die Trennung, Quantifi-

zierung und mathematischen Auswertung von Semliki-Forest-Virus (komplette 

und inkomplette Partikel), SV40, Poliovirus, Parvovirus B19, IgM und IgG (Grö-

ßenangabe aus GEC-Untersuchungen vgl. (Andrews, 1970, Gerlich, 1971) 

wurde die in Abschnitt 3.3.8 dargestellte Beziehung ermittelt. 

 

[ ] ( ) ( )avK
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00,94053,3
−

+−=  

 

Auf der von uns verwendeten Säulenmatrix ergibt sich aus dieser Beziehung für 

ein Kav = 1 eine empirische untere Meßgrenze von 6,2 nm; aus der Regressi-

onsgleichung läßt sich ein theoretischer unterer Wert von ca. 3 nm (a1= 3,053) 

ableiten, was der möglichen unteren Grenze der GEC von 2 nm für diese Art 

von Trenngel bei kritischer Würdigung nahekommt (Gerlich et al., 1970). 

Die aus der ermittelten Beziehung gewonnene theoretische Obergrenze bei 

Kav=0 ergibt sich zu 91 nm. Da zwei große Partikel (also nahe dem Ausschluß-

volumen) eine hinreichend große Differenz der Kav-Werte zeigen müssen, um 

noch als zwei Peaks unterscheidbar zu sein, begrenzten wir diesen oberen Be-
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reich auf den linearen Meßbereich bis 0,05, was einer Partikelgröße von 81 nm 

entspricht. Außerdem macht der Bereich von Kav 0 bis 0,05 bereits einen Grö-

ßenunterschied von 10,2 nm aus, so daß bereits kleinste Fehlbestimmungen 

des Kav einen erheblichen Einfluß auf die Validität der Größenbestimmung ha-

ben würde (Gerlich et al., 1970). Partikel, die bei einem Kav<0,05 eluieren, wer-

den folglich als >81 nm angegeben. 

Alle Größen von Partikeln, die mit dieser Kalibrierung bestimmt wurden, geben 

strenggenommen nur eine „cryo-elektronenmikroskopische Äquivalenzgröße“ 

an. Aus der Genauigkeit, mit der die CryoEM-Größen der Eichpartikel der Re-

gressionsgleichung folgen kann geschlossen werden, daß sich die cryoEM-

Größen dem Stokes´schen Durchmesser äquivalent verhalten, was die Güte 

der CryoEM-Daten über einen großen Bereich bestätigt. Ebenfalls konnte durch 

dieses lineare Verhältnis die äquivalente Bestimmung des Radius durch Cryo-

EM und GEC gezeigt werden. 

 

Eine bedeutsame Entscheidung bei der Auswertung einer GEC ist die Frage, ob 

eine Trennung „erfolgreich“ war und damit auswertbar ist. Neben der präzisen 

Bestimmung des Kav-Wertes gibt es aus der Chromatographie gewisse Min-

destanforderungen an einen Peak, z.B. das Verhältnis von Höhe zu Weite oder 

eine noch akzeptable Asymmetrie. So ist unmittelbar einsehbar, daß ein Peak, 

der doppelt so weit wie hoch ist, keine hinreichend genaue Bestimmung des 

Maximums zuläßt, bzw. eine zu große Weite eine unsaubere Trennung anzeigt. 

Ähnlich verhält es sich mit Asymmetriephänomenen: ein zu starkes Nach-

schleppen („Tailing“) der Elution spricht auch für eine inakzeptable Trennung. 

Da aus der Weibull-Analyse der Verteilung Parameter für Symmetrie und Weite 

abgeleitet werden können (s. Absch. 3.2.3 und 3.2.4), ist es nun möglich, nume-

rische Kriterien für die Auswertbarkeit festzulegen. Nach den vorliegenden Da-

ten sollte der Symmetrie-Parameter c 1,02 nicht unter- und 6,0 nicht überschrei-

ten. Hieraus folgt eine minimale Symmetrie von s>0,1. Bei anderen Werten für c 

ist ein extremes Asymmetrieverhalten beschrieben, das einem natürlichen Elu-

tionsverhalten nicht mehr gerecht wird. Der Parameter b (Weite des Peak) sollte 

nicht größer als 0,3 sein, da sich bei höheren Werten der Peak extrem flach 

darstellt, eine sinnvolle Ermittlung des Maximums wäre damit nicht möglich.  
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Eine Schwäche zeigt die Weibullfunktion bei dem Versuch, den Peak im Aus-

schluß zu beschreiben: Der mathematische Algorithmus benötigt für eine Re-

gressionsanalyse eine steigende und eine fallende Flanke des Peaks. Gerade 

die steigende Flanke wird aber im Bereich des Ausschlusses verfälscht: Durch 

das Prinzip der GEC fluten innerhalb kürzester Zeit alle Partikel gleichzeitig an, 

die über dem Auflösungsvermögen der Matrix liegen. Dieses Elutionsverhalten 

kann durch die Weibullregression nicht immer korrekt erfaßt werden; es wird ein 

Peak errechnet, der von einem extremen Tailing geprägt ist. Dies wird deutlich 

bei der Auswertung der HCV-Läufe in Tabelle 4: Bei der Bestimmung des Kav 

im Bereich von V0 werden teilweise sogar negative Werte ermittelt, was allein 

schon aus der Definition des Kav her nicht möglich ist. Die schon oben gemach-

te Einschränkung auf einen Bereich Kav >0,05 ist also auch für die Anwendung 

der WV gültig. 

Trotz dieser Einschränkung muß jedoch festgehalten werden, daß die WV ein 

leicht anwendbares und gegenüber Meßwertstreichungen äußerst inertes 

Werkzeug ist. 

 

Es kann also festgestellt werden, daß die Anwendung einer Weibull-Verteilung 

auf hinreichend linear gemessene Elutionsprofile eine wesentliche Steigerung 

der Genauigkeit sowie der Objektivierbarkeit erlaubt. Darüberhinaus ermögli-

chen die Skalare c und b, die sich durch Iteration der Rohdaten unmittelbar er-

geben, Aussagen über Trennungsgüte, Asymmetrie und Heterogenität einer 

GEC zu treffen. Prinzipiell könnte dieses Verfahren auf jede chromatographi-

sche Verteilung angewendet werden, unabhängig davon, welcher Trennungs-

mechanismus zugrundeliegt. 

 

4.2. Das Verhalten von HCV-Partikeln in der GEC 

4.2.1. Populationsverteilung und Größe des HCV 

Zur Quantifizierung von HCV-Partikeln wählten wir die Bestimmung von HCV-

RNA, da aufgrund ubiquitärer RNasen (besonders in Serum) freie RNA augen-

blicklich degradiert würde; im Eluat nachgewiesene HCV-RNA kann daher nur 

in verpackter Form innerhalb eines Partikels vorliegen. 

Nach GEC der humanen HCV-RNA-positiven Seren konnten prinzipiell zwei in 

ihrem Elutionsverhalten verschiedene Partikelpopulationen beobachtet werden: 
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eine Population liegt über dem Meßbereich der Säule und erscheint daher bei 

einem Kav von 0 im Ausschlußvolumen V0. Einige Seren zeigten zusätzlich oder 

ausschließlich eine kleinere Population bei einem Kav von 0,36 bis 0,38. 

 

4.2.2. HCV-Partikel bei V0 

Die Viruspopulation bei V0 (bzw. bei einem Kav<0,05) besitzt eine Größe von 

>81nm. Alle untersuchten HCV-Seren A-E zeigen, in unterschiedlicher Ausprä-

gung, einen RNA- bzw. Core-Ag-Peak bei V0 (vgl. Tabelle 4, Absch. 3.4.4); 

auswertbar nach Weibullanalyse ist diese Population jedoch nur bei Serum C 

und Serum A.  

Das Serum A wurde von einem chronisch infizierten, anti-HCV-positiven Patien-

ten gewonnen; als einziges der untersuchten Seren besitzt es keine weitere 

Partikelpopulation. 

Das Erscheinen von HCV-Partikel >81nm kann mit zwei Phänomenen interpre-

tiert werden: Zunächst kann das Vorhandensein von Partikeln in V0 darauf hin-

deuten, daß die Partikel mit Antikörpern komplexiert sind und/oder durch die 

Assoziation an Lipoproteinpartikel gemeinsam mit diesen eluieren. 

Um die Beladung der Partikel mit Ak zu prüfen, wurden die in Absch. 3.7 darge-

legten Immunpräzipitationen durchgeführt. Zur Immunpräzipitation wurde das 

Serum C verwendet, das einen ausreichend hohen Peak bei V0 besitzt und 

gleichzeitig (als verwendete Präzipitationskontrolle) eine Population bei Kav 

0,36-0,42 aufweist. 

Durch Fällungsversuche mit Fraktionen aus V0 und Fraktionen der kleineren 

Partikel konnte klar gezeigt werden, daß die Partikel im Ausschluß mit anti-

human-IgG fast vollständig fällbar waren (79-98%), während in der parallelen 

Fällung der kleinen Partikel nur ein minimales Signal (0,2-5%) vorhanden war 

(vgl. Tab. 7). Dieses minimale Signal ist unter Berücksichtigung der methodi-

schen Anfälligkeit einer Immunpräzipitation und der Empfindlichkeit des RNA-

Nachweises als Nullsignal zu interpretieren. Bei Fällung des reinen Serums A 

mit anti-Kaninchen-IgG als Negativkontrolle ergaben sich vergleichbare unspe-

zifische Signale unter 5%. 

Hieraus ist also zu folgern, daß die Fraktionen in V0 Ak-beladene HCV-Partikel 

darstellen, während die Fraktionen ab Kav 0,36 als IgG-freie Viruspartikel anzu-

sprechen sind. 
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Die Fällung von HCV-Partikeln mit anti-human-IgG aus hochtitrigen Peakfrak-

tionen des Serums A erbrachte eine Präzipitationsrate von 21 bzw. 55%. Neben 

der Möglichkeit einer methodischen Schwäche bei der Präzipitation ist hier die 

Assoziation mit Lipoproteinen zu diskutieren. Bereits 1992 konnte R. Thomssen 

eine Assoziation von HCV an β-Lipoproteine in humanem Serum zeigen 

(Thomssen et al., 1992), die gemeinsam mit der Bindung von Immunglobulinen 

Grund für die heterogene Dichteverteilung von HCV-Partikeln darstellt 

(Thomssen et al., 1993). Auch Thomssen und Mitarbeiter beobachteten bei 

mehreren Seren sehr unterschiedliche Fällungsergebnisse bei der Präzipitation 

mit polyklonalen anti-β-Lipoproteine-IgG. Im Falle unserer Präzipitation der 

HCV-Partikel aus V0 des Serums A, ist die Fällung von max. 55% mit einer wei-

teren Bindung der HCV-Partikel an Lipoproteine im Sinne der Ergebnisse von 

Thomssen zu deuten; eine solche Assoziation von Partikeln an Lipoproteine 

würde eine Beladung des HCV mit Ak überlagern und präzipitierbare Epitope 

überdecken.  

Daß die Bildung von Komplexen aus kompletten Viren und Lipoproteinen bei 

der Entstehung verschiedener Größenpopulationen von Bedeutung ist, wurde 

von anderen Autoren bestätigt: Eine Genotyp-abhängige Bindung an verschie-

dene Lipoproteinklassen wurde bereits beschrieben (Kono et al., 2003), ebenso 

konnte gezeigt werden, daß die Viruslast im Serum durch eine Entfernung von 

Lipoproteinen aus dem Serum gesenkt werden kann (Schettler et al., 2001). In 

diesen Arbeiten wurde jeweils nur eine RT-PCR zum Partikelnachweis in der 

Präzipitation verwendet, so daß nur über Viruspartikel, nicht jedoch über die 

HCV-Antigen-Verteilung Aussagen zu treffen waren. 

In den V0-Fraktionen der Seren D und E wird der (im Verhältnis zum Hauptpeak 

der freien Partikel) sehr kleine Peak der gebundenen Partikel fast nur durch das 

Signal des Core-Antigens definiert. Vergegenwärtigt man sich einen gewissen 

Zerfall von HCV-Partikeln im Serum (z.B. durch Lagerung, Auftauen), so kann 

davon ausgegangen werden, daß diese Peaks durch Assoziation von freige-

setztem Core-Ag an Lipoproteine entstehen könnten. Für diese Möglichkeit 

spricht auch die stark lipophile Eigenschaft des Core-Proteins, die auch bei der 

Einlagerung von Core in lipidhaltige Kompartimente innerhalb von Hepatozyten 

in vivo und in vitro gezeigt werden konnte (Hope et al., 2000, McLauchlan et al., 

2002). 
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4.2.3. Freie HCV-Partikel  

Hauptziel dieser Arbeit ist die Bestimmung der Größe des HCV in seiner nati-

ven Form. Daher sind die Viruspopulationen in V0 zur Beantwortung dieser Fra-

ge ungeeignet. 

Ein zu lösendes Problem bei der Analyse der freien Partikel war, Serumproben 

zu finden, die diese freien Partikel überhaupt enthielten; darüberhinaus mußten 

diese freien Partikel in einem hinreichend hohen Titer vorliegen, um ein aus-

wertbares Signal im Eluat zu liefern. Die Konstellation anti-HCV-negativ und 

HCV-RNA hochtitrig (>1·106 IU/mL) ist jedoch nur in Ausnahmefällen zu erwar-

ten. 

Diese Konstellation, die zur Analyse freier Partikel mittels GEC Vorraussetzung 

ist, ist bei zwei Patientenkollektiven zu erwarten: bei hochtitrigen, frisch Infizier-

ten, die noch keine ausreichenden Ak-Konzentrationen gebildet haben sowie 

bei Patienten, die bei bestehender HCV-Infektion einer Immunsuppression zu-

geführt wurden. Bei Screening nach frisch HCV-Infizierten in einem Kollektiv 

von 82 Blutplasmen, die aufgrund erhöhter Serum-ALT zur Transfusion gesperrt 

waren (Blutspendedienst des ÖRK, Linz, Österreich), konnten verwertbare Pro-

ben nicht gefunden werden. 

Das Serum B entstammt einem Spender mit erhöhter ALT und Anti-HCV, durch 

dessen Thrombozytenspende 8 Wochen zuvor eine HCV-Übertragung verur-

sacht wurde (Busch et al., 2003, Schüttler et al., 2000). Im Serum B fanden sich 

neben viel Ak-gebundenen auch freies HCV, dieses jedoch leider mit einem 

geringen Maximalpeak bei ca. 4·104 IU/mL (bzw. 1,5 pg Core-Ag), was eine 

verläßliche Bestimmung des Kav der freien Partikel unmöglich machte. Das Se-

rum C repräsentiert ebenfalls ein frühes Stadium der HCV-Infektion, das bei 

einer Blutspende auffiel. Hier ist die Fraktion der freien Partikel bei einem Ma-

ximalpeak von ca. 4·104 IU/mL (höchster Peak bei V0 2·105 IU/mL) zwar homo-

gener als bei Serum B, jedoch wiederum zu flach, als daß man ein klares Ma-

ximum ermitteln könnte. Angedeutet ist lediglich ein Peak des Core-Ag bei  Kav 

0,356. Trotz der großen Meßwertschwankungen kann das Elutionsprofil und die 

Anwesenheit von freiem HCV bei Serum B und C (im Gegensatz zur chroni-

schen Infektion bei Serum A) als Beispiele der Populationsverteilung in einem 

frühen Stadium einer HCV-Infektion angesehen werden, wo noch nicht alle 

HCV-Partikel durch Antikörper komplexiert sind. 
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Eine deutlichere Ausprägung der freien Partikel bei einem anti-HCV-negativen 

Patienten konnte bei Serum D gefunden werden, wobei hier fast keine Popula-

tion von gebundenen Viren vorhanden ist. Dadurch zeigte sich der auswertbare 

Peak bei einem max. Signal von 7·104 IU/mL relativ schmal, was die Bestim-

mung des Kav zu 0,365 ermöglichte. 

 

Die zweite mögliche Quelle für Seren mit überwiegend freien Viruspartikeln war 

bei Patienten zu erwarten, die eine ungenügende Ak-Produktion aufweisen. 

Dies ist in der Regel nur bei Patienten unter iatrogener Immunsuppression zu 

erwarten. HIV-positive Seren waren hierbei aus Sicherheitserwägungen für die 

GEC auszuschließen. 

Beispiele für eine Immunsuppression bei bestehender HCV-Infektion sind die 

Seren E und F. Serum E repräsentiert hierbei den sehr seltenen Fall einer HCV-

Infektion unter Chemotherapie bei Leukämie, so daß die Immunsuppression die 

zelluläre und humorale Abwehr gleichermaßen betrifft. Das Serum E ist mit ei-

nem max. RNA-Peak von 3,2·106 IU/mL in der GEC auch hinreichend auswert-

bar. Das Kav des RNA-Peaks wurde zu 0,382 ermittelt.  

Bei dem Serum F handelt es sich um einen chronisch HCV-infizierten Patien-

ten, der seit einer Nierentransplantation unter Langzeit-Immunsuppression 

steht. Dieses Serum unterscheidet sich von allen anderen dadurch, daß es be-

reits 3 h nach der Blutabnahme auf die GEC-Matrix aufgetragen wurde. Es sind 

also keine Artefakte durch Einfrieren und Auftauen zu erwarten gewesen. Da 

die Fraktionen zur elektronenmikroskopischen Auswertung genutzt wurden, ist 

die Fraktionsgröße aus präparativen Gründen vergleichsweise groß (2,05 mL).  

Die Kav-Werte und die damit bestimmbaren Größen der freien Partikel, die nach 

den oben dargestellten Kriterien auswertbar waren, sind also D: 0,365 (37,5 

nm) und E: 0,382 (35,7 nm). 

In dieser Gruppe erscheint die Größe des HCV bei Serum E mit 35,7 nm als 

sehr klein. Bei der Bestimmung des Molekulargewichts des Core-Proteins mit-

tels Westernblot aus Fraktionen vor, nach und im Hauptpeak (Absch. 3.6) fand 

sich in diesem Serum überraschenderweise ein niedrigeres Molekulargewicht 

von ca. 17 kDa, in einem Kontrollserum die erwarteten 21 kDa. Bei weiteren 

Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe (Dissertation B. Tkaczick), die sich 

mit der Verteilung der Populationen im Dichtegradienten befassen, fiel dieses 

Serum zusätzlich durch seine höhere Dichte (1,14 g/mL) gegenüber dem Se-
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rum F (1,09 g/mL) und weiteren Seren chronisch infizierter Patienten auf. Es 

könnte sich hier um ein außergewöhnliches Phänomen bei hoher Replikations-

rate und gleichzeitiger kompletter Immunsuppression handeln. 

Unter der Verwendung der Elutionsprofile der HCV-RNA ergibt die Weibull-

Verteilung für die Seren D und E einen Stokes’schen Durchmesser von 37,5, 

bzw. 35,7 nm, im Mittel also 36,6 nm.  Bei Berücksichtigung der maximalen 

Schwankungsbreite von 2,2% bei der Bestimmung des Elutionsvolumens sollte 

dieser Wert eine Standardabweichung von  ca. 2 nm aufweisen. Gestützt wird 

diese Folgerung durch die Elutionsprofile des HCV-Core-Ag in den Seren C,E 

und F wo jeweils ein Peak bei 37 nm gefunden wurde. 

 

4.3. Bisherige Bestimmungen der HCV-Partikelgröße 

Zur Bestimmung der Größe des HCV wurden in der Vergangenheit die ver-

schiedensten Anstrengungen unternommen. He bestimmte die Größe durch 

Filtration und wies das Virus durch Infektionsversuchen an Schimpansen nach 

(He et al., 1987). Yuasa und Burnouf führten Filtartionsexperimente durch und 

wiesen das Virus mittels PCR nach (Burnouf et al., 2003, Yuasa et al., 1991). 

De Vos und Kaito benutzten die ImmunEM mit Ak gegen unterschiedliche Epi-

tope des E-Protein (De Vos et al., 2002, Kaito et al., 1994). Bei Anwendung der 

GEC auf HCV Seren durch Jursch kam die nested-PCR zum Einsatz (Jursch, 

2000). Die unterschiedlichen Größenbereiche sind in Abb. 40 vergleichend ge-

genüber gestellt.  
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Abbildung 40: Vergleich der bisher angegebenen Größe für HCV mit den Ergebnis 
dieser Arbeit. Der unterlegte Bereich bei Jursch bezeichnet den von ihm angegebenen 
Überlappungsbereich mehrerer HCV Seren. 

 

Die vorliegenden Ergebnisse sind also mit den bisher durch Filtration Größen-

bereichen von HCV vereinbar, stellen jedoch eine wesentliche Präzisierung dar. 

Diskrepant sind die Größenangaben der beiden Arbeiten, die mittels ImmunEM 

die Größe des HCV zu ermitteln suchten. Dies könnte jedoch an den bereits in 

der Einleitung beschriebenen möglichen Artefakten bei der Aufarbeitung der 

Präparate zur EM – insbesondere der Markierung mit Antikörpern – gelegen 

haben. In den erwähnten Arbeiten werden die bekannten EM-

Präparationsartefakte jedoch nicht diskutiert. Ein Abplattungseffekt im dehy-

drierten Präparatzustand konnte in gleicher Weise auch bei BVDV beobachtet 

werden (s.u.), was aufgrund einer möglichen ähnlichen Morphologie auch bei 

HCV zu erwarten sein müßte. Die durch Negativkontrastierung im EM zu groß 

dargestellten mutmaßlichen HCV Partikel würden unsere Messung von virus-

ähnlichen Partikeln im EM aus Serum F (55-60nm) und damit diesen Abplat-

tungseffekt bei HCV nahe legen. Den Beweis, daß es sich hierbei wirklich um 

native HCV-Partikel handelt, konnten wir letztendlich jedoch nicht führen. 
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Erwähnenswert ist im Zusammenhang mit der Größenbestimmung des HCV 

noch die Arbeit der Gruppe um Oshima (Oshima et al., 1998): Mittels eines drei-

lagigen Carbonatfilters untersuchte er den Abfall der Viruskonzentrationen ver-

schiedener Viren durch Ultrafiltration bei ca. 3 bar. Über einen Reduktionsquo-

tienten, für den er einen logarithmischen Zusammenhang mit der Partikelgröße 

postulierte, bestimmte er daraufhin die Größe von HCV auf 34 nm. Die Angabe 

dieser Größe ohne eine sinnvolle Fehlerbreite sowie die Messung von HCV aus 

einer einzigen nicht näher spezifizierten Quelle und der unbewiesene Zusam-

menhang von Reduktionsquotient und Partikelgröße, schränkt den Wert der 

Arbeit erheblich ein. Allerdings benutzte er zur Kalibrierung seiner Methode an-

scheinend keine CryoEM-Daten. Verwendet man die mittels CryoEM bestimm-

ten Durchmesser in Verbindung mit den von ihm ermittelten Reduktionsquotien-

ten, so erhöht sich der Durchmesser von HCV bereits auf fast 37 nm, was von 

uns nach den Rohdaten aus der Publikation abgeleitet wurde. Dies unterstreicht 

die Wichtigkeit der Auswahl geeigneter Kalibierungspunkte bei der indirekten 

Größenbestimmung. 

 

Eine weitere Publikation (Maillard et al., 2001) beschäftigte sich mit der Grö-

ßenbestimmung von HCV-Populationen mittels EM und kommt zur Darstellung 

von partikulären Strukturen mit einem Durchmesser von 38-43 oder 54-62 nm, 

die jedoch als nackte Corepartikel des HCV angesprochen werden. Gewonnen 

wurden sie aus Serum, das mit Detergens (Tween 80) behandelt wurde bzw. 

aus Serum mittels anti-Core Affinitätschromatographie. Insgesamt sind die Da-

ten jedoch nicht stimmig, da die angegebenen Dichten bei genauer Betrachtung 

nicht der postulierten Morphologie entsprechen: so muß man für intakte Partikel 

mit Hülle eine Dichte zwischen 1,1 und 1,22 g/mL erwarten, für nackte Partikel 

jedoch >1,3 g/mL, was aus den vorgelegten Daten so nicht hervorgeht. 

Selbst eine Markierung von partikulären Strukturen mit Gold-konjugierten Ak in 

der Immun-EM ist kein hinreichender Beweis für die Spezifität der Partikel. Aus 

den oben angeführten Gründen kann sich auch freies Core-Ag in Lipoproteine 

einlagern, die unter dem EM sehr stark den veröffentlichten amorphen VLPs 

(virus-like particles) ähneln und einen breiten Größenbereich (ca. 30-200nm) 

umfassen. Die Lösung des Problems liegt unserer Meinung in der Serumprobe 

selbst, da eine hinreichende Spezifizierung meist unterbleibt oder die meisten 

Partikel Ak-gebunden vorliegen. Die nach langem Suchen gefunden Serumpro-
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ben D und E stellen daher eine wesentliche Vorraussetzung für den Erfolg der 

vorliegenden Arbeit dar. Trotz erheblich gesteigerter Präzision gegenüber bis-

herigen Publikationen zur Größenbestimmung des HCV bleibt eine gewisse 

Schwankungsbreite, die nicht nur ausschließlich mit einer verbleibenden Me-

ßungenauigkeit bei der Bestimmung des Elutionsvolumens erklärt werden kann. 

Prinzipiell spiegelt bei einem behüllten Virus in vivo eine präzise Größenangabe 

nicht tatsächlich vorliegende Heterogenitäten wider. Diese Heterogenitäten, 

innerhalb einer Serumprobe wie auch zwischen verschiedenen Seren, konnten 

für das HCV gezeigt werden.  

Überraschend ist die relativ große Divergenz zu den Ergebnissen von C. 

Jursch, der 47 bis 51 nm als hydrodynamisch wirksamen Durchmesser für das 

HCV angab (Jursch, 2000). Allerdings fand Jursch auch BVDV mit 51-55 nm ca. 

5 nm größer  als die Ergebnisse in dieser Arbeit (48 nm, s.u.). Erklärt werden 

könnte diese Diskrepanz durch die unsichere Festlegung des Elutionsvolumens 

mittels konventioneller PCR und der nachfolgenden visuellen Bewertung der mit 

Ethidiumbromid gefärbten Amplifikatbanden. Angesichts der breiten Verteilung 

der HCV-Partikel auch in der vorliegenden Arbeit erscheint es plausibel, daß es 

hier zu Fehlbewertungen gekommen ist. Weiterhin gab es noch nicht so viele 

durch das CryoEM analysierte Eichpartikel, so daß C. Jursch zum Teil mit Kor-

rekturfaktoren gearbeitet hat, welche offensichtlich zu einer gewissen Über-

schätzung der Teilchengröße geführt haben. Zu beachten ist schließlich noch, 

daß Jursch für seine Untersuchungen das 1% Agarosegel A150M verwendet 

hat, während in dieser Arbeit A50M verwendet wurde. 

 

4.4. Divergentes Verhalten von RNA und Core 

In den Fraktionen der GEC-Läufe der Seren D, E und F wurde neben der HCV-

RNA auch das Core-Ag mittels ELISA bestimmt. Für eine homogene Population 

von intakten Partikeln müßte man das gleichzeitige Vorhandensein von viralem 

Genom und Virus-Antigen fordern. Dies ist bei der Population, die wir als freie 

HCV-Partikel angesprochen haben, auch der Fall. Auffällig ist jedoch, daß die 

Verteilung der Peaks und deren Maxima für RNA und Core-Ag bei den Seren C 

und D jeweils gleichförmig derart inkongruent sind, daß es zu einem späteren 

Elutionsmaximum bei der Verteilung des Core-Antigens kommt.  
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Dieser Befund ist überraschend, würde dies doch implizieren, daß es neben 

den vollständigen Partikeln auch solche gibt, die keine HCV-RNA enthielten, 

bzw. keine bezüglich des zur Amplifikation gewählten Abschnittes (5´-NCR) 

vollständigen Genome. Partikel mit diesen Eigenschaften würde man als sog. 

subvirale Partikel bezeichnen. 

Subvirale Partikel sind in verschiedenen Publikationen unterschiedlich – auch 

abhängig vom Virus – definiert worden. Allen Definitionen gemeinsam ist je-

doch, daß das subvirale Partikel nicht alle Merkmale des kompletten Virus auf-

weist. So kann das Fehlen der Lipidhülle oder des gesamten oder eines Teils 

des Genoms das subvirale Partikel vom Virus unterscheiden. Beim HBV ist dies 

beispielsweise das DNA-freie HBs-Partikel oder das hüllenlose Core-Capsid. 

Beim SFV ist das defekte – und somit subvirale – Partikel durch das Fehlen von 

Genomabschnitten und des Zusammenbaus des Capsids aus kleineren 

Capsomeren gekennzeichnet was sich auf Größe und Pathogenität des Virus 

auswirkt. Ob diese subviralen Partikel eine Funktion in der Pathogenese der 

Infektion im Sinne einer Ablenkung des Immunsystems haben oder einfach 

„Fehlproduktionen“ sind, ist nicht immer eindeutig erkennbar, aber oft der Fall.  

Für das HCV sind derzeit noch keine subviralen Partikel beschrieben worden. 

Nach den vorliegenden Untersuchungen der Seren A-F scheint HCV auch kein 

unbehülltes Core-Partikel wie beispielsweise HBV auszubilden. Gleichwohl fällt 

auf, daß der RNA-Peak nicht eindeutig mit dem Core-Peak zur Deckung 

kommt. Es ist daher aus den Elutionsprofilen in der GEC abzuleiten, daß sich 

neben den RNA-haltigen Partikeln eine weitere, fast gleichgroße Population im 

Serum befindet, die keine RNA enthält. 

 

Ein Hinweis darauf, ob das HCV subvirale Partikel generiert, ist nicht nur aus 

dem inkongruenten Verhalten von RNA und Core-Ag bei der GEC zu entneh-

men. Eine weitere von uns abgeleitete Kenngröße ist das Verhältnis von RNA 

zu Core-Ag. Dieses ist schon beim Vergleich zwischen verschiedenen Seren 

ohne vorherige Trennung aus nicht näher geklärten Gründen durch eine große 

Schwankung charakterisiert (Bouvier-Alias et al., 2002, Schüttler et al., 2004). 

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, daß das Verhältnis von HCV 

RNA zu Core-Ag nicht nur zwischen verschiedenen Patientenproben inkonstant 

ist, sondern auch unter einer Interferon-Therapie in den ersten 48 Stunden nach 

erster Gabe einer regelmäßigen Verkleinerung auf etwa ein Drittel des Aus-
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gangsverhältnisses abfällt (Thomas, 2004). (Tabelle 5, Absch. 3.4.5) Dies stützt 

die Annahme, daß zusätzlich zu den kompletten Viren abhängig vom Replikati-

onsstatus Core-Ag produziert oder akkumuliert wird.  

Durch die größenabhängige Trennung der Partikelpopulationen konnte nun er-

gänzend gezeigt werden, daß dieses Core-Ag in partikulärer Gestalt vorliegt. 

Wegen der Position der verwendeten Primer im 5´-NCR des HCV-Genomes 

wäre es aber auch möglich, daß bei der Verpackung Partikel produziert werden, 

in denen das 5’-Ende des Genoms nicht komplett enthalten wäre. Aufgrund der 

Replikation einer plus-strängigen RNA über ein minus-strängiges Intermediat, 

würde man jedoch eher fehlende Abschnitte in Richtung des 3´-Endes erwar-

ten. 

Unter der Annahme, daß bei einer T4-Symmetrie 240 (180 bei T3) Capsomere 

ein mögliches Capsid bilden, würde man für ein Core-Protein von 20 kD ein 

Gewicht von 8·10-18 (6·10-18) g/Capsid erwarten. Dies hätte schließlich 125.000 

(168.000) Partikel pro pg Core-Protein zur Folge. Unter der weiteren Annahme, 

daß 1 IU HCV-RNA 3 HCV-Genomen entspräche würde das bei verschiedenen 

Patientenserum ermittelte RNA/Core-Verhältnis von 7900 IU/pg bedeuten, daß 

lediglich 19% (14%) des Core-Proteins RNA-assoziiert vorliegt (Schüttler et al., 

2004). 

Betrachtet man mit einer entsprechenden stöchiometrischen Rechnung der 

RNA/Core-Verhältnisse die GEC-Fraktionen von Serum E, so erscheint das Bild 

gänzlich differenzierter: Erhält man in den Ausschlußfraktionen ein mittleres 

Verhältnis von 12.990 IU/pg (vgl. Tab. 5) so ist dies in den Fraktionen der freien 

Partikel 68.889 IU/pg, was der stöchiometrisch erwarteten Partikelmenge pro pg 

Coreprotein wesentlich näher kommt. Die relativ bessere Übereinstimmung von 

stöchiometrisch erwartetem und gemessenem Verhältnis in den Fraktionen der 

freien Partikel, untermauert die Anwesenheit kompletter HCV-Partikel in diesen 

Fraktionen. 

Das in der GEC gezeigte Vorhandensein großer Mengen an Core-Ag haltigen 

jedoch mutmaßlich RNA-freien Partikeln würde zum einen die überraschend 

große Sensitivität des Core-Ag-Assays bei der klinischen Anwendung erklären 

(Nachweis des sog. Ag-Überschusses) zum anderen jedoch bedeuten, daß der 

Nachweis des Core-Ag kein direkter Marker für die Viruslast darstellen kann. 

Auch Aussagen über die Zahl von infektiösen Partikeln verbieten sich daher von 

selbst. 
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4.5. Core-Protein oder Matrix-Protein? 

Betrachtet man den Befund der Partikelheterogenität des HCV vor dem Hinter-

grund, daß die Isolation von hüllenlosen, RNA-haltigen Core-Partikeln auch 

nach Anwendung verschiedenster Methoden nicht gelingt, mithin die Zerstörung 

der Hülle der Auflösung der gesamten Partikelmorphologie gleichkommt, kann 

von der Existenz eines gleichförmigen, stabilen Capsids bei HCV nicht ausge-

gangen werden.  

Ein in vitro Assembly von Core-Partikeln mithilfe transfizierter eukaryoter oder 

prokaryotischer Zellen oder mittels gereinigtem rekombinantem Core-Ag ist bis-

lang nicht glaubhaft geglückt. Genausowenig gelang eine akzeptable elektro-

nenoptische Darstellung des vermuteten Capsids. So wird bei der Expression 

von HCV-Core-Protein im bakteriellen System von einem RNA-abhängigen 

Self-Assembly berichtet (Kunkel et al., 2001), das zu durchschnittlich 60nm 

großen Capsiden („Nucleocapsid-like Particles)“ mit einer Streuung von 20 bis 

110 nm (teilweise >400 nm) führen soll; die Dichten dieser Partikel wurde nicht 

angegeben. Bezüglich der möglichen Größe eines angenommenen Capsids 

eines Flavivirus erscheinen diese Befunde nicht relevant. Ebenso sind Berichte 

über den Nachweis von VLPs in Lebergewebe kritisch zu sehen, die behüllte 

Viren mit Größen zwischen 30 und 65 nm in Cytoplasma nachgewiesen haben 

wollen (Falcon et al., 2003), und ebenso unbehüllte Strukturen von 30 nm Grö-

ße identifiziert haben wollen. 

Die Existenz des Kerncapsids wurde seit der ersten Klonierung des Gesamtge-

noms lediglich aus dem Vorhandensein Arginin-reicher Domänen zur RNA-

Bindung und aus der genetischen Nähe zu den Pestiviren geschlossen, die ein 

solches Capsid ausbilden. Nach der Größenbestimmung des gesamten HCV-

Virion lag es also nahe, zu versuchen, das Capsid freizulegen und auch dessen 

Größe zu bestimmen.  

Bei allen unseren Versuchen die Lipidhülle zu entfernen, konnte keine virale 

RNA mehr nachgewiesen werden. Dies könnte daran gelegen haben, daß mit 

dem Lösen der Lipidmembran auch das Core aufgebrochen worden wäre, wo-

nach die im Serum befindlichen RNAsen die RNA degradiert hätten. Thomssen 

hat ähnliche Experimente an nativen Seren durchgeführt. Auch er wies einen 

starken Abfall der Viruskonzentration nach und legte die Vermutung nahe, daß 
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die Stabilität des Core von einem intakten Envelope abhängt (Thomssen et al., 

2002). 

Diese Befunde im Zusammenhang mit den Ergebnissen aus der Größenbe-

stimmung führten uns zu der Vermutung, daß der Aminoterminus des HCV-

Polyproteins ein Nukleoprotein generiert, daß auch Eigenschaften eines ein 

Matrixproteins hat. Würde daher die Gestalt des HCV nicht durch ein stets 

gleich großes Capsid bestimmt, sondern seine Größe von der Verpackung der 

RNA in ein Nukleo-Matrixprotein und eine Hülle bestimmt werden, erklärte dies 

eine stets vorhandene Inhomogenität bezüglich Größe und Dichte der Partikel. 

Auch die Schwierigkeit mehrerer Arbeitsgruppen, elektronenmikroskopisch ho-

mogene, und eindeutig mit Virus-typischen Merkmalen versehene Partikel dar-

zustellen, stützt die Annahme des Fehlens eines Capsids bei HCV ebenso wie 

die Inkonstanz des RNA/Core-Ag-Verhältnisses. 

Maillard beschrieb, daß er mit gegen das Coreprotein gerichteten Ak in der La-

ge war, natives HCV an einem Grid zu binden. Er folgerte daraus, daß er damit 

das vermutete subvirale Partikel isolieren konnte (Maillard et al., 2001). Ande-

rerseits gibt es bei der Analyse der Primärstruktur des Coreproteins Hinweise 

für transmembranäre Anteile (Schüttler, 2001), so daß ein entsprechender Ak 

auch an ein Coreprotein binden könnte, das in einer intakten Lipidhülle einge-

bettet wäre. Ob ein solchermaßen eingebettetes Core allerdings in der Lage 

wäre, eine Capsidstruktur auszubilden, ist nicht bekannt. Dagegen konnte be-

reits in vitro gezeigt werden, daß es Interaktionen zwischen dem Core-Protein 

und E1 gibt (Lo et al., 1996). Bei dem HCV-verwandten GBV-C ist überhaupt 

keine Core-Proteinsequenz bekannt. 

Zusammengenommen könnte dies also bedeuten, daß es sich bei dem soge-

nannten Coreprotein vielmehr um ein in die Lipidhülle eingelagertes 

Matrixprotein mit Eigenschaften zur RNA-Bindung handelt, das kein festes 

Capsid ausbildet, sondern lediglich die Innenseite der Lipidhülle auskleidet oder 

lose an die RNA gebunden zwischen Hülle und RNA vermittelt. 

 

4.6. Elektronenmikroskopische Darstellung von HCV-Partikeln 

Wie bereits dargestellt, bereitet die eindeutige Identifizierung von HCV-Partikeln 

mittels EM erhebliche Schwierigkeiten. Dies liegt nicht nur an relativ niedrigen 

Virustitern (z.B. im Vergleich zu Parvovirus B19) sondern auch am Fehlen einer 
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eindeutigen viralen Morphologie aller bislang als HCV vermuteten Partikel. 

Selbst Darstellungen in der Immun-EM lassen Zweifel zu, da runde amorphe 

Partikel, die Core-Ag positiv sind, auch Lipoproteine mit eingelagertem Core-Ag 

sein können. So variiert die Güte und Größe der publizierten VLPs in der EM 

bei biopsierten Hepatozyten zwischen 50-60 nm (De Vos et al., 2002) und 30-

65nm (Falcon et al., 2003). Im Serum zeigen sich nach verschiedenen Aufreini-

gungsmethoden sehr vereinzelt VLPs, die vermutetermaßen mit HCV in Ver-

bindung gebracht werden zwischen 55-65 nm (ein einzelnes Partikel abgebildet; 

(Kaito et al., 1994), 25-35 nm (nach Butanol-Behandlung von LDL-Fraktionen; 

(Andre et al., 2002) oder 38-43 bzw. 54-62 (nach Affinitäts-Chromatographie 

und CsCl-Gradient; (Maillard et al., 2001). Nimmt man diese Ergebnisse zu-

sammen, so kann man im Größenbereich von 25-65 nahezu beliebige Größen 

annehmen. Wesentliche Kritikpunkte an diesen Darstellungen, weshalb sie in 

der wissenschaftlichen Welt keine große Akzeptanz erfuhren, sind das Vorhan-

densein von nur vereinzelten amorphen Partikeln, eine nicht klar definierte Vor-

behandlung mit Detergenzien oder die fehlende Erklärung für eine dargestellte 

Größenstreuung (nackte Core-Partikel, ganze Virionen, Ak-Bindung).  

Bei unserem Versuch, HCV-Partikel im EM darzustellen war ausschlaggebend, 

daß uns im Vergleich zu allen anderen publizierten Quellen, frisches Patienten-

serum zur Verfügung stand, daß einen nachgewiesenen Anteil freier Partikel 

aufwies. Die rasche Aufreinigung mittels GEC erhöhte ebenfalls die Chance, 

tatsächlich  HCV-Partikel darzustellen. Um die Aufreinigungsbedingungen zu 

kontrollieren, wurden parallel aus einigen Eichviren ebenfalls EM-Präparate an-

gefertigt.  

Bei GEC-Fraktionen aus dem Bereich von V0 waren nahezu keine Partikel zu 

sehen, die man noch als virusähnlich bezeichnen könnte. Im Bereich des ma-

ximalen Peaks konnten einige Partikel dargestellt werden, die jedoch nicht in 

der Menge und Homogenität vorliegen, wie man das von einer erfolgreichen 

Präparation erwarten würde und wie es auch mit den Eichpartikeln gelungen ist. 

Da die Präparation jedoch aus GEC-Fraktionen geschah, in denen nachgewie-

senermaßen HCV vorhanden war und durch die UZ von einer Aufkonzentrie-

rung auszugehen ist, wird im folgenden dennoch auf diese Partikel eingegan-

gen:  

Die Partikel zeigten Größen bei 30 nm (subviral?) und überwiegend 55 nm. Da 

die 55 nm Partikel bei Fraktionen entsprechend 40 nm isoliert wurden, ist von 
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einem artifiziellen Abplattungseffekt durch die EM-Präparation auszugehen. 

Obwohl der Beweis für das tatsächliche Vorliegen von HCV-Virionen nicht er-

bracht werden kann, so ist doch bemerkenswert, daß bei maximaler Vergröße-

rung die Partikel regelmäßige Oberflächenstrukturen erkennen lassen, die man 

als virustypische Valley-Formationen interpretieren könnte. Vergleicht man den 

Winkel dieser „Valleys“ bzw. ihre sichtbare Anzahl (18 Grad, bzw. 20 radiäre 

Valleys in der Aufsicht) auf der Darstellung im EM mit jenen bei Flaviviren durch 

CryoEM ermittelten (18-22,5 Grad bzw. 16-20 sichtbare Spikes je nach Per-

spektive; Zhang et al., 2003), so spricht auch die Verteilung dieser Strukturen 

für eine mögliche virale Morphologie. 

Insgesamt sind in der Literatur kaum EM-Bilder von Flaviviridae veröffentlicht, 

ihre Präparation, zumindest aus infizierten Menschen oder Tieren als ex vivo-

Partikel, bereitet offenbar prinzipiell Schwierigkeiten. Bei dem Pestivirus BVDV, 

das in Zellkulturen relativ leicht in hohen Titern anzuzüchten ist, zeigen sich in 

der EM-Darstellung ca. 60 nm große, relativ strukturlose unregelmäßige Partikel 

(EM-Aufnahme von M. König in Heinz et al., 2000). Dies zeigt sich auch bei 

BVDV- und CSFV-Partikeln (55-60nm) in infizierten Zellen (Weiland et al., 

1999). 

Erst kürzlich wurden umfangreichere CryoEM-Untersuchungen an Flaviviren 

durchgeführt. Bei reifen Denguevirus-Partikeln konnte ein Durchmesser von 

42nm bestimmt werden (Kuhn et al., 2002), während eine andere Arbeitsgruppe 

reife und unreife (preM-Partikel) Denguevirus- und YFV-Partikel  mittels Cryo-

EM jeweils zu 50 bzw. 60 nm bestimmte (Zhang et al., 2003). Obwohl bei bei-

den ein Capsid abgrenzbar war, das über Brücken mit der Hülle verknüpft er-

schien, ist doch die Größe nicht von einer festen Corestruktur abhängig. Da bei 

beiden Arbeitsgruppen dieses Capsid nicht für sich alleine (also ohne Hülle) 

darstellbar war, kamen Zhang et al. zu der Vermutung, daß die Größe von Fla-

viviren von der Größe des verpackten Genoms abhängt, diese Core-Protein-

Verpackung wiederum die Größe der umgebenden Virushülle bestimmt. Ein 

solches Phänomen ist seit längerem vom alfalfa-Mosaik-Virus (Fam. Bromoviri-

dae, Genus Alfamovirus; segmentierte +ssRNA) bekannt, dessen drei mögliche 

Capsidgrößen von den drei unterschiedlich verpackten ssRNA-Segmenten ab-

hängt (Hull, 1970). 

So können wir also unsere im EM dargestellten VLPs von 55nm mit der GEC-

Größe von ca. 40 nm in Einklang bringen, da die CryoEM-Aufnahmen des kom-
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pletten reifen Denguevirus-Partikels (42nm) mit jenem aus der konventionellen 

EM (ca. 50 nm) einer gleichgerichteten scheinbaren Vergrößerung unterliegt. 

Bezüglich der Existenz von HCV-Partikeln mit inkompletter RNA, müßte man 

aus den obigen Darlegungen zu Denguevirus und YFV analog folgern dürfen, 

daß diese HCV-Partikel auch in einer geringeren Größe imponieren, was unse-

rem zu größeren Kav-Werten verschobenen HCV-Core-Signalen entsprechen 

könnte. 

 

4.7. Größe von HBV und sphärischen HBs-Partikeln 

Das HBV ist in wasserfreier, fixierter Form ca. 45 nm groß (Gerlich et al., 2002). 

Bis vor kurzem gab es keine cryoEM Aufnahmen. Aus diesem Grunde bestimm-

te auch Chr. Jursch die Größe des HBV mit der GEC, um einen Durchmesser in 

hydratisiertem Zustand zu erhalten (Jursch, 2000). Er gab die Größe mit 52 nm 

an, ein Wert, der sich fast mit dem von uns bestimmten Durchmesser von 50,2 

nm deckt. Erste cryoEM Aufnahmen, die bisher nicht veröffentlicht sind, zeigen, 

daß sich auch Größe des HBV bei dieser Meßmethode im gleichen Größenbe-

reich bewegt (Urban, 2004).   

Das Kav des HBsAg zeigte einen Peak bei 0,53, was einem Ds von 24,5 nm ent-

sprechen würde. Wie in Abschnitt 3.9.1 dargelegt, könnte es sich bei diesem 

Peak aber um die Überlagerung zweier ähnlich großer HBs-Partikel. Die Grö-

ßen wurden für das größere Partikel mit 26,9 nm und für das kleinere Partikel 

mit 22,5 nm bestimmt. Die früher durch GEC bestimmte Größe von 21 nm 

(Gerlich, 1971) für das HBsAg entspricht damit annähernd dem hier gefunde-

nen Durchmesser der kleineren und häufiger vorkommenden Partikelpopulati-

on. 

 

4.8. BVDV als Modellvirus für HCV? 

BVDV wird vielfach als Modellvirus für HCV angesehen. Insbesondere bei der 

Filtration von Blutprodukten wurde es häufig als Marker für die Elimination des 

Virus aus dem Plasma verwendet, da es in großen Mengen aus Zellkulturen 

gewonnen werden kann. Seine Größe in der konventionellen EM wird mit 40-60 

nm angegeben (Ohmann, 1990). Neuere Untersuchungen zeigen ca. 60 nm 

große Partikel (Heinz et al., 2000). Die von uns bestimmte Größe von 48 nm für 
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BVDV liegt damit etwa 20% unter der EM-Größe, was dem Abplattungsartefakt 

in der EM zuzuschreiben ist. Dieser Effekt zeigt sich auch beim Abgleich von 

konventionellen EM-Größen zu CryoEM Darstellungen bei Flaviviren (s.o.). 

Mit 48 nm in der GEC ist es jedoch deutlich größer als die von uns bestimmte 

Größe des HCV von ca. 40 nm. Sicher ist der Vergleich von drei HCV-Seren 

gegen einen analysierten BVDV Stamm keine hinreichende Grundlage für eine 

grundsätzliche Aussage. Trotzdem fällt auf, daß die Größe von BVDV und HCV 

deutlich zu divergieren scheinen. Ähnliche Ergebnisse erzielte Jursch (Jursch, 

2000). Er gab für BVDV einen Größenbereich von 51-55 nm für das Vertei-

lungsmaximum an und liegt damit wiederum ein wenig über der von uns be-

stimmten Größe, konnte aber auch schon feststellen, daß BVDV deutlich größer 

als HCV ist. Die vorliegenden Ergebnisse würden die Verwendung von BVDV in 

Filtrationsexperimenten als Modellvirus für Virussicherheit von Blutprodukten 

bezüglich HCV erheblich einschränken. 

4.9. Größenzunahme durch Antikörper-Beladung 

Unter der Vorstellung, daß ein Teil der in V0 nachgewiesenen HCV-Population 

seinen Stokes’schen Durchmesser deshalb verändert haben könnte, weil die 

Viren mit Antikörpern beladen sind, stellt sich die Frage, um wieviele nm sich 

der Durchmesser gegenüber der nativen Form eines Virus verändert. Die bloße 

Addition von Ds und zwei IgG Durchmessern scheint aus mehreren Gründen 

nicht gerechtfertigt, da zunächst die Form der Antikörper nicht globulär ist sowie 

die Absättigung der Partikel mit Ak und ihre räumliche Anordnung auf der Parti-

keloberfläche nicht notwendigerweise gleichförmig ist.  

Bei der Untersuchung der Ak-Bindung an Partikel in der GEC wählten wir Par-

vovirus B19, daß uns ex vivo hochtitrig mit und ohne anti-B19-IgG zugänglich 

war. Die Verteilung in der GEC offenbarte eine Vergrößerung des Durchmes-

sers in Gegenwart von anti-B19-IgG um 17 nm (Abb. 32, Absch. 3.9.2). Dies 

würde eine durchschnittliche Radiusvergrößerung durch ein gebundenes IgG 

von 8,5 nm bedeuten. Die Größe von freiem IgG wurde chromatographisch zu 

10,5 nm bestimmt (Andrews, 1970). Der fehlende Betrag von 2 nm liegt inner-

halb der Fehlergrenze, könnte aber auch mit der sterischen Veränderung und 

dem Verlust der Hydrathülle im Bereich der Bindungsstelle erklärt werden. Die 

Bindung von Ak an Viruspartikel konnte von Smith et al. auch mittels CryoEM 

dargestellt werden (Smith et al., 1993). Das hierzu verwendete Humane Rhino-
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virus Typ 14 hat im freien Zustand einen Durchmesser von 30 nm, während die 

bivalent gebundenen IgG-Ak eine Vergrößerung der Partikel auf ca. 42 nm her-

vorriefen. Dies bedeutet für eine einzelne Ak-Bindung 6,0 nm Radiusvergröße-

rung. Problematisch bei dieser CryoEM-Untersuchung ist jedoch, was die Auto-

ren besonders betonten, daß der Fc-Teil der Ak sich aufgrund der hohen Ket-

tenflexibilität nicht vollständig darstellen ließ, lediglich die Bindung des Fab und 

der Ansatz des Fc konnte cryoelektronenmikroskopisch erfaßt werden. Somit 

wäre die im CryoEM gegenüber unseren GEC-Daten fehlende Länge von 2,5 

nm dem in der GEC miterfaßten, flexiblen Fc des IgG zuzuordnen. Dieser Ab-

gleich unterstreicht wiederum die Präzision der GEC-Messung gerade im Hin-

blick auf zugängliche CryoEM-Daten. 

Ein gänzlich anderes Phänomen der Größenverschiebung zeigt sich, wenn man 

Viruspartikel aus Zellkultur mit entsprechend polyklonal geboostertem Serum 

eines Patienten inkubiert. Dies wurde für das Poliovirus SABIN 1 durchgeführt, 

wobei zur Inkubation das Serum eines Impflings verwendet wurde, der 6 Mona-

te zuvor mit Salk-Impfstoff geboostert wurde. Es kam hier zu einer größeren 

Verschiebung der Polioviren in Richtung des Ausschlußvolumens mit einem 

sehr großen Tailing, was die erhebliche Inhomogenität der entstandenen Popu-

lation anzeigt (s. Abb. 33) (c=1,17, b=0,2). Dies läßt vermuten, daß der Antikör-

per-Titer im Serum nicht ausreichte, um die Viren vollständig mit Antikörpern zu 

bedecken; vielmehr wurden die Viren wahrscheinlich durch die Antikörper ver-

netzt. Bislang durchgeführte Versuche mit verschiedenen Antikörper-

Konzentrationen konnten leider kein eindeutigeres Bild erbringen. 

Eine Anwendung der bei der Untersuchung von B19 gewonnenen Annahme auf 

die bei der GEC von HCV erhobenen Daten erscheint allerdings nicht so leicht 

möglich zu sein. Unter der Vorstellung, daß HCV 37 nm groß ist, wäre ein Peak 

von Ak-beladenen Viren mit ca. 55 nm Ds bei Kav 0,2 zu erwarten. Eine solche 

Fraktion ist nur in einem einzigen Serum zu beobachten gewesen, und zwar 

jene Messung mit Serum F, daß zuvor niemals eingefroren war mithin eine 

durch Einfrieren bedingte Komplexierung von Ak-beladenen Partikeln und Lipo-

proteinen nicht stattgefunden hat. Von solchen 60nm-HCV-Partikeln berichtet 

auch schon Jursch (Jursch, 2000). Diese Partikel können also als Ak-beladene, 

jedoch (noch) nicht mit Lipoprotein komplexierte Partikel angesprochen werden. 

Interessanterweise zeigte sich bei der Untersuchung von Ultrafiltrat bei Dialyse-

patienten (Valtuille et al., 1998), daß bei 6 HCV-positiven Patienten im Ultrafil-
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trat keine Virus-RNA detektierbar war, hingegen es bei einem Dialysepatienten 

konstant zum Nachweis von HCV kam. Dies impliziert, daß bei den verwende-

ten Filtern (Cuprophane Membrane CF25 Baxter) Ak-beladene HCV-Partikel 

(mindestens 60 nm) nicht passieren, während freie Partikel (37 nm) filtriert wur-

den. 

4.10. Ausblick 

Die Morphologie eines viralen Erregers bietet vielfach Ansätze zum Verständnis 

pathogenetischer Mechanismen. Für das HCV sind viele morphologische Er-

kenntnisse noch verschlossen, dies schließt die Röntgenstrukturanalyse viraler 

Proteine, den Aufbau des Virions wie selbst grundlegende Eigenschaften wie 

die Größe mit ein. 

Zur Aufklärung der genauen Morphologie des HCV wäre weiterhin eine Cryo-

EM-Darstellung der Goldstandard. Solange jedoch keine Zellkultur vorliegt, die 

ausreichende Mengen an möglichst kompletten Viren produziert, ist dieser Weg 

schon im Ansatz versperrt. Die Darstellung einzelner Strukturproteine, insbe-

sondere von E1 und E2 mittels Röntgenstrukturanalyse, wird zur Zeit durch ein 

europäisches Forschungsnetzwerk (ENHCV) versucht, an dem unsere Arbeits-

gruppe seit 2002 mitwirkt. Doch selbst die Strukturaufklärung einzelner Proteine 

kann das Rätsel um die tatsächliche Anordnung im Virion nur bedingt beantwor-

ten.  

Neben der Größenbestimmung freier HCV-Partikel mittels GEC boten unsere 

Daten darüberhinaus Anhaltspunkte für weitere morphologische Phänomene 

des HCV. Zunächst wäre die weitere Untersuchung der subviralen HCV-Partikel 

im Zusammenhang mit Krankheits- bzw. Therapiestadium von großem Interes-

se, sind solche Partikel doch möglicherweise an der Immunpathogenese (Im-

munkomplexe etc.) wie auch der Chronifizierung der Hepatitis C beteiligt. Ein 

erster morphologischer Abgleich dieser leeren ex vivo Partikel mit in vitro gene-

rierten leeren VLPs im Baculovirussystem in Insektenzellen (Baumert et al., 

1998), wäre ein erster methodischer Zugang. Auch die Frage, ob inkomplette 

Partikel Teile des Genoms enthalten, und ob diese Bruchstücke gleichförmig 

oder statistisch verteilt vorliegen, ist nur durch nähere Quantifizierung mehrerer 

verschiedener Genomanschnitte mittels real-time PCR und deren Sequenzie-

rung möglich. Mögliche regelmäßige Kettenabbrüche könnten einen Einblick in 

die Replikation des HCV erlauben. 
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Ein nicht unerheblicher Seitenaspekt der vorliegenden Arbeit ist die Korrelation 

der in unserer Arbeitsgruppe bestimmten Dichten zu verschiedenen Größen 

von RNA-haltigen Partikeln und wiederum verschieden sich in der Elektropho-

rese darstellenden Molekulargewichten des Core-Proteins. Die Möglichkeit, daß 

hier durch verschiedene Prozessierung weitere Partikelmorphologien entste-

hen, ist zu prüfen. 

Die entworfene Methodik, besonders die Auswertung der GEC-Fraktionen, 

könnte ganz prinzipiell als für die Größenbestimmung der CryoEM gleichwerti-

gen Methode in weiteren Bereichen der Virologie Verwendung finden. Gerade 

Viren, bei denen methodische Schwierigkeiten in der EM-Darstellung bestehen, 

könne so untersucht werden. Die GEC hat neben der hohen Präzision den Vor-

teil, daß so gewonnenen Partikel differentiell weiteren Funktionsuntersuchun-

gen bezüglich Rezeptorbindung an Hepatozyten und Lymphozyten unterworfen 

werden können; diese Untersuchungen werden für HCV z.Zt. ebenfalls im Rah-

men des ENHCV Netzwerkes fußend auf diese Arbeit durchgeführt. 

Bei Vorliegen eines möglichen Infektionsmodells (z.B. primäre Hepatozyten 

humanen oder tierischen Ursprungs) können die dargestellten verschiedenen 

HCV-Populationen auf ihre Infektiosität untersucht werden; hierfür ist die präpa-

rative Reinheit nach GEC ein besonderer Vorteil. Aus klinischen Berichten ist 

bekannt, daß Anti-HCV-negative Seren besonders infektiös sind, selbst bei Vor-

liegen geringster RNA-Titer. Dieses mögliche unterschiedliche Verhalten der in 

der GEC getrennten freien und Ak-beladenen Partikel wäre weiterhin zu unter-

suchen. 

Neben der speziellen Anwendung der GEC auf Viruspartikel kann das darge-

stellte mathematische Auswertung mittels Weibull-Verteilung die Präzision von 

GEC-Messungen ganz generell steigern. Prinzipiell ist diese Auswertungsme-

thode auf jede beliebige symmetrische und asymmetrische Chromatographie-

verteilung anwendbar. 

Die dargelegte Größenbestimmung des HCV könnte insofern bei der noch unsi-

cheren taxonomischen Einteilung der GB-Viren hilfreich sein, als man das Ver-

halten von HCV und GBV-A, B oder C mit anderen Vertretern der Flaviviridae 

vergleicht. Durch die GEC ist nicht nur die einfache Größenbestimmung eröff-

net, sie ist gerade bei der Untersuchung von viralen Partikel ex vivo bezüglich 

ihrer realen Populationsverteilung und der Entdeckung gebundener Wirtskom-

ponenten von erheblicher Bedeutung. 
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6. Appendix 

6.1. Abkürzungsverzeichnis 

SI-Einheiten und daraus abgeleitete Einheiten werden nach der üblichen Art abgekürzt. 
Nukleotide und Aminosäuren wurden gemäß der internationalen Nomenklatur abge-
kürzt. Aminosäuren werden im internationalen Einbuchstaben-Code wiedergegeben. 
 

µ mikro (10-6) 
a Skalar der WV für die Höhe 
a1/a2/a3 Skalare für Ds 
aa Aminosäuren 
Abb. Abbildung 
Absch. Abschnitt 
Ag Antigen 
Ak Antikörper 
b Skalar der WV für die Weite 
bp Basenpaare 
BSA Bovines Serum Albumin 
BVDV Bovines-Virus-Diarrhoe-Virus 
c Symmetrieskalar der WV 
cDNA komplementäre DNA 
CryoEM Cryoelektronenmikroskopie 
D Dalton 
Ds Stokes’scher Durchmesser 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser 
DEPC Diethyl-Pyrokohlensäureester 
DI defective interfering 
DMEM Dulbeccos Modified Eagle 

Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphate 
DTT Dithiothreitol 
E Envelope (Hüllprotein) 
ECL Enhanced Chemiluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA Ethylenglycoltetraessigsäure 
EHTP theoretische chromatographische 

Bodenhöhe 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent 

assay 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
GEC Gelausschlusschromatographie 
Ge Genome (DNA) 
Geq Genomäquivalente (RNA) 
gp Glykoprotein 
h Stunde 
HBc Hepatitis-B-Core-Protein 
HBs Hepatitis-B-Oberflächenprotein 
HBV Hepatitis-B-Virus 
HCV Hepatitis-C-Virus 
HIV Humanes Immundefizienz Virus 
HybProbe Hybridisierungssonde 
IFN Interferon 

Ig(M/G)  Immunglobulin der Klassen M/G  
IU Internationale Einheiten 
Kav  Verteilungskoeffizient 
kb Kilobasen 
kD Kilo-Dalton 
LC Lightcycler 
min. Minute 
NANB Non-A-Non-B 
NAT Nukleinsäure-Amplifikations-Test 
NS Nichtstrukturprotein 
nt Nukleotid 
ORF Open reading frame 
OD Optische Dichte 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphate buffered saline 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
rt real time 
RT Reverse Transkription 
s Symmetriequotient der WV, ab-

geleitet aus c 
s.o. siehe oben 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SFV Semliki Forest Virus 
SL  stem loop  
SV40 Simian Virus 40 
Tab. Tabelle 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TCID Tissue Culture Infectious Dose 
TE Tris-EDTA-Puffer 
TEMED N,N,N´,N´-

Tetramethylethylendiamin 
Tm Schmelztemperatur 
Tr Raumtemperatur 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
U Umdrehungen 
VLP virus like particle 
V0 Ausschlußvolumen 
Ve Elutionsvolumen 
Vt Totalvolumen 
v/v Volumenverhältnis 
WV Weibullverteilung 
w/w Gewichtsverhältnis 
x0 Äquivalent der WV für Kav  
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6.2. Zusammenfassung 

Trotz erheblicher Anstrengung ist die Morphologie des Hepatitis-C-Virus (HCV), 

insbesondere seine tatsächliche Partikelgröße, unklar. Bisherige Studien mittels 

Elektronenmikroskopie führten zu keinen klaren Aussagen, auch bei vielen an-

deren Viren bietet diese Methodik kein genaues Ergebnis für die tatsächliche 

Größe hydrierter, nativer Viruspartikel. 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Größe von HCV in nativem Zustand wie 

auch seine Populationsverteilung in humanem Serum zu ermitteln. Hierzu wur-

de eine Gel-Ausschlusschromatographie (GEC) etabliert, zu deren Auswertung 

ein hier dargelegtes mathematisches Verteilungsmodell mittels Weibull-Analyse 

erstmalig eingesetzt und validiert wurde. Zur Eichung wurden mehrere Viren mit 

bekannter cryoelektronenmikroskopischer Größe verwendet und zu ihrem 

Nachweis quantitative real-time Methoden etabliert. 

Bei der Untersuchung von HCV konnten im Serum Antikörper-gebundene von 

freien Viruspopulationen getrennt werden; freie Viren fanden sich vorwiegend 

bei Immunsupprimierten und in der frühen Infektionsphase. Die Größe des frei-

en HCV wurde zu 37 ± 2 nm bestimmt, was etwa 20% unter dem Wert anderer 

Mitglieder der Flaviviridae und dem für HCV bisher vermuteten Wert liegt. Ne-

ben diesen Partikeln fanden sich kleinere, RNA-freie Core-Ag-haltige Partikel, 

womit erstmalig der Nachweis subviraler HCV-Partikel gelang. Diese Partikel 

könnten eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese und Diagnostik der Hepati-

tis C einnehmen. Nach chromatographischer Reinigung von humanem Serum 

gelang eine elektronenmikroskopische Darstellung von Partikeln mit möglicher 

viraler Oberflächenmorphologie. 

Weitergehend wurde die Größe von freiem Hepatitis-B-Virus (50,2 nm) und dem 

Bovinen Virus-Diarrhoe-Virus BVDV (48,6 nm) mittels GEC bestimmt. Die hier 

nachgewiesene deutliche Differenz zwischen BVDV und HCV stellt die bisheri-

ge Verwendung von BVDV als Modellvirus bei der Ultrafiltration in Frage.  

Das Fehlen von nachweisbarer RNA oder Kapsiden nach Detergenzbehand-

lung von HCV führt zu einer Neubewertung der HCV-Morphologie und zu der 

Hypothese, daß das HCV-Core-Protein eher ein Matrixprotein als ein klassi-

sches Kapsidprotein ist.  
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6.3. Summary 

Although great efforts were made in the past, the morphology of the Hepatitis-

C-Virus (HCV) –especially its size- is not evaluated very well. In many cases the 

electron-microscopy was used to answer this question, but the results differ. 

Furthermore, the method is not always useful to determine the size of native, 

hydrated virus particles. 

Aim of this work was the determination of the size of the native HCV and its 

sub-populations in human sera. Therefore the gelexclusionchromatography 

(GEC) was used. To evaluate the results, the use of Weibull’s distribution was 

established first time for the use in GEC. Calibration points were different 

viruses with known diameter, measured by cryo-eloectronmicroscopy. For the 

detection of these viruses, quantitative real-time PCR-methods for viral nucleic 

acids were developed. 

 When examinating HCV in human sera, we were able to separate antibody-

linked viruses from free viruspopulations; free virus particles were mostly found 

in the earlyphase and in immune-suppressed patients. The size of free HCV 

virions were determined to 37 nm ± 2nm, which is about 20% less than the 

expected size of HCV and of other members of the flaviviridae. Additional 

smaller, RNA-free particles containing HCV-core antigen were detected, 

showing first time the existence of subviral HCV-particles.  These particles 

could by very important for further works on the pathogenicity and diagnosis of 

HCV.  

Furthermore the size of free Hepatitis B virus (50.2 nm) and bovine viral-

diarrhea-virus BVDV (48.6 nm) was determined by GEC. The sizedifference 

between HCV and BVDV shows that BVDV is not suitable as a modelvirus for 

the ultrafiltration of HCV. 

Based on the fact, that it was not able to detect viral RNA or capsids after 

treatment of the virus with detergents, the morphology of HCV has to be 

reconsidered; HCV core protein may be more a viral matrix protein than a 

classical capsid protein. 
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6.4. Erklärung gemäß §11 (6) der Promotionsordnung des FB Medizin 

der JLU Gießen  

Ich erkläre: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbständig, ohne unerlaubte 

fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation ange-

geben habe. Alle Textstellen, die wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten 

oder nicht veröffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf 

mündlichen Auskünften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den 

von mir durchgeführten und in der Dissertation erwähnten Untersuchungen ha-

be ich die Grundsätze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der „Satzung 

der Justus-Liebig-Universität Gießen zur Sicherung guter wissenschaftlicher 

Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten. 
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