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Das 1989 erstmalig charakterisierte Hepatitis-C-Virus (HCV) fuhrt in etwa 85% der Félle zu
einer chronischen HCV-Infektion, aus der sich eine Leberzirrhose und ein hepatozellulares
Karzinom entwickeln kann. Zur Entwicklung von Impfstoffen und neuartigen, antiviral
wirksamen Substanzen wurde von vielen Arbeitsgruppen versucht, effiziente und zuverléssige
in vitro-Zellkultursysteme fir HCV zu etablieren. In den bisher verfugbaren in vitro-
Systemen waren Replikationsaktivitdt und Viruspropagierung allerdings stets zu ineffizient,
als dal3 diese Systeme als Goldstandard fir HCV empfohlen werden konnten.

Da Uber die Mechanismen der Infektion des HCV bisher sehr wenig bekannt ist, war ein Ziel
der vorliegenden Arbeit, den ersten Schritt der Virusinfektion - die Adsorption an die
Wirtszelle - genauer zu erforschen. Hauptuntersuchungsgegenstand dieser Arbeit war dabei
der Einflu3 der Parameter Temperatur, Stimulation, Serum und Zellart auf die HCV-
Adsorption. Periphere mononukledre Blutzellen (PMB-Zellen), die as extrahepatisches
Reservoir fur das HCV angesehen werden, wurden auf T- und B-Zellen angereichert (TB-
PMB-Zellen) und Uber einen definierten Zeitraum (10 Minuten bis 48 Stunden) bei 37°C bzw.
4°C in vitro mit HCV-positiven Seren inokuliert. Zusétzlich wurden humane Zellinien
lymphozytéren (Molt4 und H9) bzw. monozytadren Ursprungs (U937) fur die Untersuchung



verwendet. Um die Virusadsorption durch eine Modifizierung der Wirtszellen moglicherweise
zu verbessern, wurden die Zellen mit Phytohdmagglutinin (PHA) und Tetanustoxoid (TT)
vorstimuliert. Nach der Zellernte wurde die RNA extrahiert und das spezifische Virusgenom
mittels Reverser Transkription (RT), Polymerasekettenreaktion (PCR) und Southernblot-
Hybridiserung semiquantitativ. nachgewiesen. Zum Replikationsnachweis diente die
strangspezifische Detektion der HCV-Minusstrang-RNA mit erweiterten tag-Primern nach
einer zweiten PCR-Amplifikation.

Bel den Adsorptionsversuchen wirkte sich ein Temperaturunterschied (4°C versus 37°C) bei
der Inokulation auf die HCV-Adsorption nur marginal aus. Durch Vorstimulation der Zellen
mit PHA- bzw. TT kam es v.a an Molt4- und TB-PMB-Zellen zu einer zeitlich und
guantitativ veranderten HCV-Adsorption. Bel jeder Zellart wirkte sich diese Stimulation aber
unterschiedlich aus, so da sich vor erfolgter Inokulation tiber eine Anderung der Adsorption
nur spekulieren liel3. Auffélig war, dal3 die HCV-Adsorption an Molt4-Zellen vom Serum
abhing und sich Verénderungen der Adsorption nach PHA- bzw. TT-Stimulation v.a bei
Verwendung eines bestimmten Inokulationsserums zeigten. Die HCV-Adsorption unterschied
sich zudem bel den unterschiedlichen Zellarten, wobei an U937-Zellen eine gleichméiige
Adsorption bei alen Versuchskonstellationen nachweisbar war. An TB-PMB-Zellen
adsorbierten mehr HCV-Virionen as an die anderen Zellarten. Bel Molt4-Zellen imponierte,
daf’ sich die Adsorption durch Stimulation bzw. Serum stark beeinflussen lief3. Im Gegensatz
zu TB-PMB- und U937-Zellen konnte in Molt4-Zellen nach einem Inokulationszeitraum von
24 bis 48 Stunden nahezu in alen Ansdtzen eine replikative Aktivitdt festgestellt werden.
Dies macht diese Zellart fur weitergehende Untersuchungen wie in vitro-Infektionsstudien
sehr interessant. Insgesamt gesehen wurde die Adsorption stérker durch die Verwendung
unterschiedlicher Seren bzw. Zellarten beeinflul3t als durch das gewahlte Stimulationsagens.
Das zweite Ziel dieser Arbeit war, ein in vitro-Zellkultursystem fir HCV zu etablieren. In den
Infektionsstudien konnte dabei unter Verwendung eines sensitiven Nachweises fir HCV-
RNA (Southernblot-Hybridisierung nach RT-PCR) gezeigt werden, dal3 Molt4-Zellen, die mit
PHA stimuliert worden waren, sich im Ansatz erfolgreich mit HCV infizieren liel3en. Das
Virus wurde dabel Uber einen Zeitraum von mehr als 100 Tagen mit Plusstrang-RNA-Mengen
in Hoéhe von 5x10% Genoméaquivalenten (G&) pro 10° Zellen bzw. 3,5x10* Ga pro ml
Kulturiberstand propagiert, obgleich nur en sporadischer und inkonstanter HCV-
Minusstrang-RNA-Nachweis mdglich war. Diese Daten legen nahe, dal? im gewahlten Ansatz
der vorliegenden Arbeit eine zwar schwache, aber persistierende in vitro-Replikation von
HCV in Molt4-Zellen stattfand.



