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116 4. Diskussion

4.5. Core-Protein oder Matrix-Protein?

Betrachtet man den Befund der Partikelheterogenitat des HCV vor dem Hinter-
grund, daB die Isolation von hillenlosen, RNA-haltigen Core-Partikeln auch
nach Anwendung verschiedenster Methoden nicht gelingt, mithin die Zerstérung
der Hulle der Auflésung der gesamten Partikelmorphologie gleichkommt, kann
von der Existenz eines gleichférmigen, 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 geglickt. 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-abhangigen
Self-Assembly berichtet (Kunkel et al., 2001), das zu durchschnittlich 60nm
groBen Capsiden (,Nucleocapsid-like Particles)“ mit einer Streuung von 20 bis
110 nm (teilweise >400 nm) flhren soll; die Dichten dieser Partikel wurde nicht
angegeben. Bezlglich der mdglichen GréBe eines angenommenen Capsids
eines Flavivirus erscheinen diese Befunde nicht relevant. Ebenso sind Berichte
tber den Nachweis von VLPs in Lebergewebe kritisch zu sehen, die behillte
Viren mit GréBen zwischen 30 und 65 nm in Cytoplasma nachgewiesen haben
wollen (Falcon et al., 2003), und ebenso unbehidillte Strukturen von 30 nm Gro-
Be identifiziert haben wollen.

Die Existenz des Kerncapsids wurde seit der ersten Klonierung des Gesamtge-
noms lediglich aus dem Vorhandensein Arginin-reicher Doméanen zur RNA-
Bindung und aus der genetischen Nahe zu den Pestiviren geschlossen, die ein
solches Capsid ausbilden. Nach der GréBenbestimmung des gesamten HCV-
Virion lag es also nahe, zu versuchen, das Capsid freizulegen und auch dessen
GrdBe zu bestimmen.

Bei allen unseren Versuchen die Lipidhille zu entfernen, konnte keine virale
RNA mehr nachgewiesen werden. Dies kdnnte daran gelegen haben, daB mit
dem Ldsen der Lipidmembran auch das Core aufgebrochen worden wére, wo-
nach die im Serum befindlichen RNAsen die RNA degradiert hatten. Thomssen
hat &hnliche Experimente an nativen Seren durchgefiihrt. Auch er wies einen
starken Abfall der Viruskonzentration nach und legte die Vermutung nahe, daB3
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die Stabilitdt des Core von einem intakten Envelope abhangt (Thomssen et al.,
2002).

Diese Befunde im Zusammenhang mit den Ergebnissen aus der GrdéBenbe-
stimmung fOhrten uns zu der Vermutung, daB der Aminoterminus des HCV-
Polyproteins ein Nukleoprotein generiert, daB auch Eigenschaften eines ein
Matrixproteins hat. Wirde daher die Gestalt des HCV nicht durch ein stets
gleich groBes Capsid bestimmt, sondern seine GréBe von der Verpackung der
RNA in ein Nukleo-Matrixprotein und eine Hulle bestimmt werden, erklarte dies
eine stets vorhandene Inhomogenitat bezlglich GréBe und Dichte der Partikel.
Auch die Schwierigkeit mehrerer Arbeitsgruppen, elektronenmikroskopisch ho-
mogene, und eindeutig mit Virus-typischen Merkmalen versehene Partikel dar-
zustellen, stitzt die Annahme des Fehlens eines Capsids bei HCV ebenso wie
die Inkonstanz des RNA/Core-Ag-Verhéltnisses.

Maillard beschrieb, daB er mit gegen das Coreprotein gerichteten Ak in der La-
ge war, natives HCV an einem Grid zu binden. Er folgerte daraus, daB er damit
das vermutete subvirale Partikel isolieren konnte (Maillard et al., 2001). Ande-
rerseits gibt es bei der Analyse der Primarstruktur des Coreproteins Hinweise
fir transmembranéare Anteile (Schittler, 2001), so daB ein entsprechender Ak
auch an ein Coreprotein binden kénnte, das in einer intakten LipidhUlle einge-
bettet ware. Ob ein solchermaBen eingebettetes Core allerdings in der Lage
ware, eine Capsidstruktur auszubilden, ist nicht bekannt. Dagegen konnte be-
reits in vitro gezeigt werden, dafB es Interaktionen zwischen dem Core-Protein
und E1 gibt (Lo et al., 1996). Bei dem HCV-verwandten GBV-C ist Gberhaupt
keine Core-Proteinsequenz bekannt.

Zusammengenommen kénnte dies also bedeuten, daB es sich bei dem soge-
nannten Coreprotein vielmehr um ein in die Lipidhllle eingelagertes
Matrixprotein mit Eigenschaften zur RNA-Bindung handelt, das kein festes
Capsid ausbildet, sondern lediglich die Innenseite der Lipidhiille auskleidet oder
lose an die RNA gebunden zwischen Hulle 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 kdnnen. So variiert die Gite und GréBe 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 vermutetermaBen 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 Affinitats-Chromatographie
und CsCl-Gradient; (Maillard et al., 2001). Nimmt man diese Ergebnisse zu-
sammen, so kann man im GrdéBenbereich von 25-65 nahezu beliebige GréBen
annehmen. Wesentliche Kritikpunkte an diesen Darstellungen, weshalb sie in
der wissenschaftlichen Welt keine groBe Akzeptanz erfuhren, sind das Vorhan-
densein von nur vereinzelten amorphen Partikeln, eine nicht klar definierte Vor-
behandlung mit Detergenzien oder die fehlende Erklarung flr eine dargestellte
GréBenstreuung (nackte Core-Partikel, ganze Virionen, Ak-Bindung).

Bei unserem Versuch, HCV-Partikel im EM darzustellen war ausschlaggebend,
daB uns im Vergleich zu allen anderen publizierten Quellen, frisches Patienten-
serum zur Verfigung stand, daB einen nachgewiesenen Anteil freier Partikel
aufwies. Die rasche Aufreinigung mittels GEC erhéhte ebenfalls die Chance,
tatsdchlich HCV-Partikel darzustellen. Um die Aufreinigungsbedingungen zu
kontrollieren, wurden parallel aus einigen Eichviren ebenfalls EM-Préparate an-
gefertigt.

Bei GEC-Fraktionen aus dem Bereich von V, waren nahezu keine Partikel zu
sehen, die man noch als virusadhnlich bezeichnen kénnte. Im Bereich des ma-
ximalen Peaks konnten einige Partikel dargestellt werden, die jedoch nicht in
der Menge und Homogenitat vorliegen, wie man das von einer erfolgreichen
Praparation erwarten wirde und wie es auch mit den Eichpartikeln gelungen ist.
Da die Praparation jedoch aus GEC-Fraktionen geschah, in denen nachgewie-
senermaBen 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 GréBen bei 30 nm (subviral?) und Uberwiegend 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-Praparation auszugehen.
Obwohl der Beweis fiir das tatsachliche Vorliegen von HCV-Virionen nicht er-
bracht werden kann, so ist doch bemerkenswert, daBB bei maximaler VergréBe-
rung die Partikel regelméBige Oberflachenstrukturen erkennen lassen, die man
als virustypische Valley-Formationen interpretieren kdnnte. Vergleicht man den
Winkel dieser ,Valleys bzw. ihre sichtbare Anzahl (18 Grad, bzw. 20 radiare
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
flr eine moégliche virale Morphologie.

Insgesamt sind in der Literatur kaum EM-Bilder von Flaviviridae verdffentlicht,
ihre Praparation, 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 anzuzlchten ist, zeigen sich in
der EM-Darstellung ca. 60 nm groBe, relativ strukturlose unregelméaBige Partikel
(EM-Aufnahme von M. Kénig in Heinz et al., 2000). Dies zeigt sich auch bei
BVDV- und CSFV-Partikeln (55-60nm) in infizierten Zellen (Weiland et al.,
1999).

Erst kirzlich wurden umfangreichere CryoEM-Untersuchungen an Flaviviren
durchgefuhrt. Bei reifen Denguevirus-Partikeln konnte ein Durchmesser von
42nm bestimmt werden (Kuhn et al., 2002), wahrend 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 tber Briicken mit der Hiille verknlipft er-
schien, ist doch die GrdBe nicht von einer festen Corestruktur abhangig. Da bei
beiden Arbeitsgruppen dieses Capsid nicht fir sich alleine (also ohne Hille)
darstellbar war, kamen Zhang et al. zu der Vermutung, daB die Gr6Be von Fla-
viviren von der GroBe des verpackten Genoms abhéangt, diese Core-Protein-
Verpackung wiederum die GréBe der umgebenden Virushille bestimmt. Ein
solches Phanomen ist seit langerem vom alfalfa-Mosaik-Virus (Fam. Bromoviri-
dae, Genus Alfamovirus; segmentierte +ssRNA) bekannt, dessen drei mdgliche
CapsidgrdBen von den drei unterschiedlich verpackten ssRNA-Segmenten ab-
hangt (Hull, 1970).

So kénnen wir also unsere im EM dargestellten VLPs von 55nm mit der GEC-
GréBe 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 VergrdBerung unterliegt.
Bezlglich der Existenz von HCV-Partikeln mit inkompletter RNA, miBte man
aus den obigen Darlegungen zu Denguevirus und YFV analog folgern dirfen,
daB diese HCV-Partikel auch in einer geringeren GréBe imponieren, was unse-
rem zu gréBeren K,-Werten verschobenen HCV-Core-Signalen entsprechen
kénnte.

4.7. GroéBe von HBV und sphérischen HBs-Partikeln

Das HBV ist in wasserfreier, fixierter Form ca. 45 nm groB3 (Gerlich et al., 2002).
Bis vor kurzem gab es keine cryoEM Aufnahmen. Aus diesem Grunde bestimm-
te auch Chr. Jursch die GréBe des HBV mit der GEC, um einen Durchmesser in
hydratisiertem Zustand zu erhalten (Jursch, 2000). Er gab die Gr6Be 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 verdffentlicht sind, zeigen,
daB sich auch GréBe des HBV bei dieser MeBmethode im gleichen GréBenbe-
reich bewegt (Urban, 2004).

Das K., des HBsAg zeigte einen Peak bei 0,53, was einem Ds von 24,5 nm ent-
sprechen wirde. Wie in Abschnitt 3.9.1 dargelegt, kdnnte es sich bei diesem
Peak aber um die Uberlagerung zweier ahnlich groBer HBs-Partikel. Die Gro-
Ben wurden fur das gr6Bere Partikel mit 26,9 nm und fir das kleinere Partikel
mit 22,5 nm bestimmt. Die friher durch GEC bestimmte GréBe von 21 nm
(Gerlich, 1971) fir das HBsAg entspricht damit anndhernd dem hier gefunde-
nen Durchmesser der kleineren und haufiger vorkommenden Partikelpopulati-
on.

4.8. BVDV als Modellvirus fiir HCV?

BVDV wird vielfach als Modellvirus fir HCV angesehen. Insbesondere bei der
Filtration von Blutprodukten wurde es haufig als Marker fir die Elimination des
Virus aus dem Plasma verwendet, da es in groBen Mengen aus Zellkulturen
gewonnen werden kann. Seine Gr6éBe in der konventionellen EM wird mit 40-60
nm angegeben (Ohmann, 1990). Neuere Untersuchungen zeigen ca. 60 nm
groBe Partikel (Heinz et al., 2000). Die von uns bestimmte GrdBe von 48 nm fir
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BVDV liegt damit etwa 20% unter der EM-Gr&Be, was dem Abplattungsartefakt
in der EM zuzuschreiben ist. Dieser Effekt zeigt sich auch beim Abgleich von
konventionellen EM-GréBen zu CryoEM Darstellungen bei Flaviviren (s.0.).

Mit 48 nm in der GEC ist es jedoch deutlich gréBer als die von uns bestimmte
GréBe des HCV von ca. 40 nm. Sicher ist der Vergleich von drei HCV-Seren
gegen einen analysierten BVDV Stamm keine hinreichende Grundlage fir eine
grundsatzliche Aussage. Trotzdem fallt auf, daB3 die GréBe von BVDV und HCV
deutlich zu divergieren scheinen. Ahnliche Ergebnisse erzielte Jursch (Jursch,
2000). Er gab fiur BVDV einen GrdéBenbereich von 51-55 nm fir das Vertei-
lungsmaximum an und liegt damit wiederum ein wenig Uber der von uns be-
stimmten GréBe, konnte aber auch schon feststellen, daB BVDV deutlich gréBer
als HCV ist. Die vorliegenden Ergebnisse wiirden die Verwendung von BVDV in
Filtrationsexperimenten als Modellvirus flr Virussicherheit von Blutprodukten
bezlglich HCV erheblich einschranken.

4.9. GroBenzunahme durch Antikérper-Beladung

Unter der Vorstellung, daB ein Teil der in Vo nachgewiesenen HCV-Population
seinen Stokes’schen Durchmesser deshalb verédndert haben kdénnte, weil die
Viren mit Antikbrpern beladen sind, stellt sich die Frage, um wieviele nm sich
der Durchmesser gegeniber der nativen Form eines Virus verandert. Die bloBe
Addition von Ds und zwei IgG Durchmessern scheint aus mehreren Griinden
nicht gerechtfertigt, da zunachst die Form der Antikérper nicht globulér ist sowie
die Absattigung der Partikel mit Ak und ihre raumliche Anordnung auf der Parti-
keloberflache nicht notwendigerweise gleichférmig ist.

Bei der Untersuchung der Ak-Bindung an Partikel in der GEC wéhlten wir Par-
vovirus B19, daB uns ex vivo hochtitrig mit und ohne anti-B19-1gG zugéanglich
war. Die Verteilung in der GEC offenbarte eine VergréBerung des Durchmes-
sers in Gegenwart von anti-B19-1I9gG um 17 nm (Abb. 32, Absch. 3.9.2). Dies
wirde eine durchschnittliche RadiusvergréBerung durch ein gebundenes IgG
von 8,5 nm bedeuten. Die GréBe von freiem IgG wurde chromatographisch zu
10,5 nm bestimmt (Andrews, 1970). Der fehlende Betrag von 2 nm liegt inner-
halb der Fehlergrenze, kénnte aber auch mit der sterischen Veranderung und
dem Verlust der Hydrathllle im Bereich der Bindungsstelle erklart 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, wahrend die
bivalent gebundenen IgG-Ak eine VergréBerung der Partikel auf ca. 42 nm her-
vorriefen. Dies bedeutet flr eine einzelne Ak-Bindung 6,0 nm RadiusvergrdBe-
rung. Problematisch bei dieser CryoEM-Untersuchung ist jedoch, was die Auto-
ren besonders betonten, daB der Fc-Teil der Ak sich aufgrund der hohen Ket-
tenflexibilitat nicht vollstandig darstellen lieB3, lediglich die Bindung des Fab und
der Ansatz des Fc konnte cryoelektronenmikroskopisch erfaBt werden. Somit
ware die im CryoEM gegenliber unseren GEC-Daten fehlende Lange von 2,5
nm dem in der GEC miterfaBten, flexiblen Fc des IgG zuzuordnen. Dieser Ab-
gleich unterstreicht wiederum die Prazision der GEC-Messung gerade im Hin-
blick auf zugangliche CryoEM-Daten.

Ein ganzlich anderes Phadnomen der GrdBenverschiebung zeigt sich, wenn man
Viruspartikel aus Zellkultur mit entsprechend polyklonal geboostertem Serum
eines Patienten inkubiert. Dies wurde fir das Poliovirus SABIN 1 durchgeflhrt,
wobei zur Inkubation das Serum eines Impflings verwendet wurde, der 6 Mona-
te zuvor mit Salk-Impfstoff geboostert wurde. Es kam hier zu einer gréBeren
Verschiebung der Polioviren in Richtung des AusschluBvolumens mit einem
sehr groBen Tailing, was die erhebliche Inhomogenitat der entstandenen Popu-
lation anzeigt (s. Abb. 33) (c=1,17, b=0,2). Dies 1aBt vermuten, daB der Antikor-
per-Titer im Serum nicht ausreichte, um die Viren vollstandig mit Antikérpern zu
bedecken; vielmehr wurden die Viren wahrscheinlich durch die Antikérper ver-
netzt. Bislang durchgefiihrte Versuche mit verschiedenen Antikérper-
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
moglich zu sein. Unter der Vorstellung, daB HCV 37 nm groB3 ist, ware ein Peak
von Ak-beladenen Viren mit ca. 55 nm D bei Ky 0,2 zu erwarten. Eine solche
Fraktion ist nur in einem einzigen Serum zu beobachten gewesen, und zwar
jene Messung mit Serum F, daB 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 kdbnnen 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), daB3 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, daB3 bei den verwende-
ten Filtern (Cuprophane Membrane CF25 Baxter) Ak-beladene HCV-Partikel
(mindestens 60 nm) nicht passieren, wahrend freie Partikel (37 nm) filtriert wur-
den.

4.10. Ausblick

Die Morphologie eines viralen Erregers bietet vielfach Ansatze zum Verstandnis
pathogenetischer Mechanismen. Fir das HCV sind viele morphologische Er-
kenntnisse noch verschlossen, dies schlieBt die Réntgenstrukturanalyse viraler
Proteine, den Aufbau des Virions wie selbst grundlegende Eigenschaften wie
die Gr6Be mit ein.

Zur Aufklarung der genauen Morphologie des HCV waére weiterhin eine Cryo-
EM-Darstellung der Goldstandard. Solange jedoch keine Zellkultur vorliegt, die
ausreichende Mengen an méglichst kompletten Viren produziert, ist dieser Weg
schon im Ansatz versperrt. Die Darstellung einzelner Strukturproteine, insbe-
sondere von E1 und E2 mittels Réntgenstrukturanalyse, wird zur Zeit durch ein
europaisches Forschungsnetzwerk (ENHCV) versucht, an dem unsere Arbeits-
gruppe seit 2002 mitwirkt. Doch selbst die Strukturaufklarung einzelner Proteine
kann das Ratsel um die tats&chliche Anordnung im Virion nur bedingt beantwor-
ten.

Neben der GréBenbestimmung freier HCV-Partikel mittels GEC boten unsere
Daten dariberhinaus Anhaltspunkte flr weitere morphologische Phdnomene
des HCV. Zunachst ware die weitere Untersuchung der subviralen HCV-Partikel
im Zusammenhang mit Krankheits- bzw. Therapiestadium von groBem Interes-
se, sind solche Partikel doch méglicherweise 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), ware ein erster methodischer Zugang. Auch die Frage, ob inkomplette
Partikel Teile des Genoms enthalten, und ob diese Bruchstiicke gleichférmig
oder statistisch verteilt vorliegen, ist nur durch ndhere Quantifizierung mehrerer
verschiedener Genomanschnitte mittels real-time PCR und deren Sequenzie-
rung moglich. Mdgliche regelmaBige Kettenabbriiche kénnten 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 GréBen
von RNA-haltigen Partikeln und wiederum verschieden sich in der Elektropho-
rese darstellenden Molekulargewichten des Core-Proteins. Die Mdglichkeit, daB
hier durch verschiedene Prozessierung weitere Partikelmorphologien entste-
hen, ist zu prifen.

Die entworfene Methodik, besonders die Auswertung der GEC-Fraktionen,
kénnte ganz prinzipiell als fir die GréBenbestimmung der CryoEM gleichwerti-
gen Methode in weiteren Bereichen der Virologie Verwendung finden. Gerade
Viren, bei denen methodische Schwierigkeiten in der EM-Darstellung bestehen,
kénne so untersucht werden. Die GEC hat neben der hohen Prazision den Vor-
teil, daB so gewonnenen Partikel differentiell weiteren Funktionsuntersuchun-
gen bezuglich Rezeptorbindung an Hepatozyten und Lymphozyten unterworfen
werden kénnen; diese Untersuchungen werden fir HCV z.Zt. ebenfalls im Rah-
men des ENHCV Netzwerkes fuBend auf diese Arbeit durchgefihrt.

Bei Vorliegen eines mdglichen Infektionsmodells (z.B. primare Hepatozyten
humanen oder tierischen Ursprungs) kénnen die dargestellten verschiedenen
HCV-Populationen auf ihre Infektiositat untersucht werden; hierflr ist die prapa-
rative Reinheit nach GEC ein besonderer Vorteil. Aus klinischen Berichten ist
bekannt, daB Anti-HCV-negative Seren besonders infektids sind, selbst bei Vor-
liegen geringster RNA-Titer. Dieses mdgliche unterschiedliche Verhalten der in
der GEC getrennten freien und Ak-beladenen Partikel ware weiterhin zu unter-
suchen.

Neben der speziellen Anwendung der GEC auf Viruspartikel kann das darge-
stellte mathematische Auswertung mittels Weibull-Verteilung die Prazision von
GEC-Messungen ganz generell steigern. Prinzipiell ist diese Auswertungsme-
thode auf jede beliebige symmetrische und asymmetrische Chromatographie-
verteilung anwendbar.

Die dargelegte GréBenbestimmung des HCV kdnnte 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 GrdBenbestimmung eroff-
net, sie ist gerade bei der Untersuchung von viralen Partikel ex vivo bezlglich
ihrer realen Populationsverteilung und der Entdeckung gebundener Wirtskom-
ponenten von erheblicher Bedeutung.
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6.1.
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6.2. Zusammenfassung

Trotz erheblicher Anstrengung ist die Morphologie des Hepatitis-C-Virus (HCV),
insbesondere seine tatsachliche PartikelgréBe, unklar. Bisherige Studien mittels
Elektronenmikroskopie fihrten zu keinen klaren Aussagen, auch bei vielen an-
deren Viren bietet diese Methodik kein genaues Ergebnis flr die tatsachliche
GrdBe hydrierter, nativer Viruspartikel.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die GréBe 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 GrdBe verwendet und zu ihrem
Nachweis quantitative real-time Methoden etabliert.

Bei der Untersuchung von HCV konnten im Serum Antikérper-gebundene von
freien Viruspopulationen getrennt werden; freie Viren fanden sich vorwiegend
bei Immunsupprimierten und in der frihen Infektionsphase. Die GréBe des frei-
en HCV wurde zu 37 = 2 nm bestimmt, was etwa 20% unter dem Wert anderer
Mitglieder der Flaviviridae und dem fir 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
kénnten 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 méglicher
viraler Oberflachenmorphologie.

Weitergehend wurde die GréBe 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 flihrt zu einer Neubewertung der HCV-Morphologie und zu der
Hypothese, daB 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. Erklarung gemas §11 (6) der Promotionsordnung des FB Medizin
der JLU GieBen

Ich erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstandig, ohne unerlaubte
fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation ange-
geben habe. Alle Textstellen, die wortlich oder sinngeman aus verdffentlichten
oder nicht verdffentlichten Schriften enthommen sind, und alle Angaben, die auf
mundlichen Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den
von mir durchgefthrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen ha-
be ich die Grundséatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung
der Justus-Liebig-Universitat GieBen zur Sicherung guter wissenschaftlicher

Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten.

Tilo Jonas
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