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Zusammenfassung 

Die frühen Schritte einer Infektion, d.h. Anheftung der Viren an und Aufnahme in die Zelle, 
sind entscheidend für die hohe Wirts- und Gewebsspezifität der Hepatitis B Viren und somit 
den Erfolg der Infektion. Diese sind aber bisher auf molekularer Ebene nur unzureichend 
verstanden. Eine Ursache hierfür ist die ineffiziente Infektion primärer Hepatozyten, die im 
Gegensatz zu der äußerst effizienten Infektion in vivo steht.  
Um sich Einblicke in die Unterschiede der beiden Systeme zu verschaffen, wurde in dieser 
Arbeit am Tiermodell des Enten Hepatitis B Virus (DHBV) erstmals quantitativ die in vivo 
Infektion der Pekingente mit der in vitro Infektion primärer Entenhepatozyten verglichen. Die 
Ergebnisse zeigten, dass die Anheftung der Viren in der Leber in vivo im Gegensatz zu in 
vitro schnell und äußerst effizient erfolgt. Dieser Unterschied könnte auf dem aktiven 
Transport der Viren durch den Blutstrom in die Leber und auf der höheren Konzentration der 
Viren in der Leber beruhen. Ein weiterer Unterschied der beiden Systeme zeigte sich 
vermutlich bedingt durch den Zustand der Zellen im Verlauf der produktiven Primärinfektion, 
die in vivo bereits nach einem, in vitro erst nach drei Tagen detektierbar war. Nach der 
Aufnahme der Viren in die Zellen wurde in beiden Infektionssystemen aufgrund eines 
intrinsischen Abwehrmechanismus ein großer Teil der Viren abgebaut. Von den 
persistierenden Viren führte mindestens jedes zehnte zu einer Infektion, was zeigt, dass die 
Viruspartikel im Gegensatz zu vielen anderen Viren hoch infektiös sind. Die Ausbreitung der 
Infektion erfolgte in beiden Systemen synchron und bevorzugt auf die umliegenden Zellen. 
Dies lässt sich durch die lokal erhöhte Konzentration der Nachkommenviren erklären, 
zusätzlich in vivo begünstigt durch die dreidimensionale Struktur der Leber. Die Suche nach 
weiteren stimulierenden Faktoren führte zu der Beobachtung, dass Hepatozyten in der 
Umgebung von Zellen, die das virale Hüllprotein exprimierten, vermehrt infiziert wurden.  
Um den Eintrittsmechanismus der Viren in die Zelle aufzuklären, wurde im zweiten Teil der 
Arbeit eine detaillierte in vitro Analyse der Zellassoziation der Viren und der nachfolgenden 
Schritte durchgeführt. Folgende Erkenntnisse konnten erlangt werden: Die Bindung und 
Infektion von DHBV ist konzentrations- und zeitabhängig und wird nicht durch eine 
Sättigung des primären Rezeptors limitiert. Überexpression des zellulären Interaktionspartners 
Carboxypeptidase D in Hepatozyten zeigte, dass dieser Faktor die Primärbindung der Viren 
an die Zellen nicht limitiert. Die Inokulation von Viren bei tiefen Temperaturen führte zu 
einer drastischen Reduktion der Infektion, während die Zellassoziation weitgehend 
unbeeinflusst blieb. Dies zeigt, dass die im Fall von DHBV beobachtete Bindung der Viren 
bei tiefen Temperaturen, wie sie bei vielen anderen Viren durchgeführt wird, um die 
Zellassoziation und Infektion zu synchronisieren, nicht die produktive Bindung reflektiert.  
Mit Hilfe replikationsdefizienter rekombinanter Viren wurden die Schritte der produktiv 
werdenden Viruspartikel verfolgt, woraus ein mehrstufiges Modell abgeleitet werden konnte. 
Eingangs erfolgt eine reversible Bindung der Viren an die Zelloberfläche, die sensitiv 
gegenüber neutralisierenden Antikörpern ist. Die anschließende energieabhängige, 
irreversible Bindung ist Antikörper-resistent, jedoch noch Säure-sensitiv und erfolgt nicht bei 
niedriger Temperatur. Die Internalisierung der Viren zu einem dritten, Säure-resistenten, 
Zustand vollzieht sich sehr langsam. 
Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die wesentlichen Unterschiede der DHBV-Infektion in 
vivo und in vitro nur vor, aber nicht nach der Zellassoziation liegen. Die Infektion begleitende 
Degradation von Viruspartikeln in Leberzellen stellt eine wesentliche Determinante der 
Infektionseffizienz von Hepadnaviren dar, die in vivo und in vitro in gleichem Maße erfolgt. 
Diese Verteidigungsstrategie des Organismus wird jedoch durch die effiziente Ausbreitung 
der Infektion erfolgreich umgangen.  
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Abstract 

The early steps of hepatitis B virus infection, i.e. binding and uptake of viruses into cells, 
determine the narrow host and tissue specificity and consequently the outcome of infection. 
However, the molecular basis of these steps is poorly understood. This lack of knowledge is 
caused by the inefficient infection of primary hepatocytes (in contrast with an efficient in vivo 
infection). 
To gain insights into the differences between the in vivo and in vitro systems using, for the 
first time, a quantitative approach, the duck hepatitis B virus (DHBV) animal model was used 
to compare directly the in vivo infection of Peking ducks to the in vitro infection of primary 
duck hepatocytes. The results showed that the attachment of viruses to liver cells in vivo was, 
in contrast to in vitro, fast and very efficient. This difference might be based on an active 
transport of viruses to the liver and a higher virus concentration within the liver. Another 
difference observed was the detection of productively DHBV infected hepatocytes after 24 
hours in vivo, but only from day 3 in vitro. Upon virus uptake into cells, degradation of the 
majority of viruses was observed in both systems, representing an intrinsic defense 
mechanism. One out of ten persisting viruses lead to an infection, indicating that DHBV virus 
particles are highly infectious, in contrast to other virus families. Synchronous spread of 
progeny virus was observed in vivo and in vitro and predominantly involved neighboring 
cells. This observation can be explained by the local concentration of progeny virus, which is 
even higher in vivo due to the three-dimensional structure of the liver. The search for further 
stimulating factors lead to the observation that cells were preferentially infected adjacent to 
cells expressing viral surface proteins. 
In the second part of the thesis, analysis of viral cell association and subsequent steps was 
performed in vitro in order to elucidate the entry mechanism of DHBV into hepatocytes. The 
following results were obtained: binding and infection of DHBV to hepatocytes is 
concentration- and time-dependent and is not limited by saturation of primary receptors. 
Overexpression of the cellular interaction partner carboxypeptidase D (CPD) in hepatocytes 
showed that CPD is not limiting primary binding and infection. Inoculation at low 
temperatures resulted in a drastically reduced infection, while binding was only slightly 
diminished. This result indicates that for DHBV, virus binding at low temperature, a standard 
procedure for many other viruses to synchronize infection, does not necessarily reflect 
productive binding. 
Replication-defective recombinant viruses were used to track productive virus particles. The 
results lead to a multi-step entry model. 1) Primary binding of DHBV at the cell surface is 
reversible, exemplified by its sensitivity to the action of neutralizing antibodies. 2) The 
subsequent energy-dependent and irreversible binding did not occur at low temperature and 
was characterized by its resistance to the action of neutralizing antibodies and its sensitivity to 
an acidic shift. 3) Internalization of virus particles, characterized by insensitivity to an acidic 
shift occurred extraordinarily slowly (half of the viruses are cell surface bound after 24 
hours). 
Taken together, these data show for the first time that the major differences of DHBV 
infection in vivo and in vitro are only based on cell association. Subsequent steps during 
infection are comparable. Degradation of virus particles in liver cells is the major determinant 
for infection efficiency of hepadnaviruses in vivo and in vitro. This defense mechanism is 
compensated by the efficient spread of infection.  
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1 Einleitung 

1.1 Das Hepatitis B Virus 

Hepatitis B Viren sind kleine, membranumhüllte DNA-Viren, die sich durch eine hohe 

Wirtsspezifität und einen ausgeprägten Lebertropismus auszeichnen. Vertreter dieser Familie 

werden deshalb unter dem Begriff Hepadnaviren (hepatotrophe DNA-Viren) 

zusammengefasst. Der Prototyp dieser Virusfamilie ist das humane Hepatitis B Virus (HBV), 

das eine Ursache für chronische Lebererkrankungen einschließlich des hepatozellulären 

Karzinoms darstellt (Hollinger and Liang, 2001). Der erste Bericht einer Serumhepatitis 

stammt von Lürmann aus dem Jahr 1885 (Lurman, 1885). Blumberg stieß 1963 bei der 

Untersuchung vererbter Polymorphismen im Serum australischer Ureinwohner auf ein noch 

unbekanntes Protein, das Australia-Antigen genannt wurde (Blumberg et al., 1965). Alfred M. 

Prince stellte schließlich 1968 erstmals die Verbindung zwischen dem Australia-Antigen und 

der Serumhepatitis her, indem er spezifisch im Serum von Hepatitis-Patienten das Australia-

Antigen nachweisen konnte (Prince, 1968a). David S. Dane et al. gelang 1970 zum ersten Mal 

die Detektion des infektiösen Virions, eines umhüllten, 42 nm großen Partikels, im 

Elektronenmikroskop, das daraufhin auch Dane-Partikel genannt wird (Dane et al., 1970). 

1.2 Pathogenese und Epidemiologie 

Das humane Hepatitis B Virus ist der bekannteste Vertreter dieser Virusfamilie und zählt zu 

den weltweit am weitesten verbreiteten Pathogenen mit einer Million HBV-Toten pro Jahr. 

Hepadnaviren können sowohl transiente als auch chronische Infektionen der Leber 

verursachen (Ganem and Schneider, 2001; Summers, 1981). Mit mehr als 350 Millionen 

chronisch HBV infizierten Patienten weltweit stellt HBV eines der größten globalen 

Gesundheitsprobleme dar (WHO, 2002). Durch die häufig sehr hohen Virustiter mit bis zu 

109 Virionen/ml Blut besteht ein hohes Übertragungsrisiko. Die Übertragung von HBV kann 

zum einen horizontal durch Blut, Blutprodukte oder Sexualverkehr erfolgen, zum anderen 

vertikal, von der Mutter auf das Kind.  

Ob eine Infektion mit HBV transient oder chronisch verläuft, hängt weitgehend vom Alter ab, 

in dem die Infektion erworben wird. Die Mehrheit der HBV-Infektionen (65%) verläuft 

symptomlos/inapparent, in 35% der Fälle kommt es zu einer akuten Hepatitis, die mit 

Leberentzündung und –schädigung und der charakteristischen Gelbsucht (Ikterus) 
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einhergehen kann. In der Regel hat die akute Hepatitis selbstlimitierenden Charakter und heilt 

innerhalb einiger Wochen aus. Es resultiert eine lang anhaltende Immunität gegenüber einer 

Reinfektion. Selten kommt es zu einer fulminanten Hepatitis, die rasch fortschreitet und in 50 

bis 80% der Fälle zum Tode führen kann. Das Hauptproblem der HBV-Infektion stellt der 

chronische Verlauf dar. Erfolgt die Infektion perinatal, persistiert die Infektion in 90% aller 

Fälle (Beasley et al., 1977; Lok, 1992; Okada et al., 1976; Stevens et al., 1975). Im Gegensatz 

dazu verlaufen die Infektionen, die im Erwachsenenalter erworben werden, nur in 5-10% aller 

Fälle persistent (McMahon et al., 1985; Redeker, 1975). Die meisten chronisch infizierten 

Patienten bleiben für lange Zeit symptomlose Träger des Virus (Hollinger and Liang, 2001). 

Das Risiko im Laufe einer chronischen HBV-Erkrankung an Leberkrebs (hepatozelluläres 

Karzinom, HCC) oder Leberzirrhose zu erkranken, liegt bei 25% (Beasley, 1988; Blumberg, 

1997). Da die Replikation des Virus in der Wirtszelle keinen zytopathischen Effekt hat, wird 

angenommen, dass die Leberschädigung durch die Reaktion des Immunsystems auf die 

Infektion hervorgerufen wird (Chisari and Ferrari, 1995).  

Trotz der seit Anfang der 1980er möglichen Impfung mittels einer rekombinant hergestellten 

Hüllprotein-Vakzine aus Hefe (McAleer et al., 1984; Wampler et al., 1985), die sich durch 

eine hohe Wirksamkeit und gute Verträglichkeit auszeichnet, sind groß angelegte 

Impfkampagnen in den Entwicklungsländern Afrikas und Asiens bis heute meist aus 

wirtschaftlichen Gründen noch recht selten (Hollinger and Liang, 2001; WHO, 2002). Für 

chronisch infizierte Patienten gibt es trotz vieler Bemühungen noch keine zufrieden stellende 

Therapie. Nur ein Viertel der Patienten mit chronischer Hepatitis B kann erfolgreich 

behandelt werden. Interferon-α war lange Zeit das einzige in Deutschland zugelassene 

Medikament, allerdings kam es nach Therapieende häufig zu einem Rückfall. Heute haben die 

Nukleosid- und Nukleosidanaloga wie Lamivudine und Adefovir die konventionelle 

nebenwirkungsreiche Interferontherapie weitgehend abgelöst. Allerdings treten gerade bei 

Lamivudine häufig resistente Virusmutanten auf (20% pro Jahr) (Pumpens et al., 2002; 

Zoulim, 2001). Die mögliche Verbesserung der Therapie durch Kombination von pegyliertem 

Interferon zusammen mit Nukleosidanaloga wird aktuell in klinischen Studien geprüft.  

1.3 Klassifizierung der Hepadnaviren 

Man gliedert die Hepadnaviren in zwei Genera, die Orthohepadnaviren, die Säugetiere 

infizieren, und die Avihepadnaviren, die Vögel als Wirte nutzen (Tabelle 1.1).  
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Zu den Orthohepadnaviren gehören neben dem humanen Hepatitis B Virus (HBV) 

(Blumberg et al., 1968; Dane et al., 1970; Prince, 1968b), das Hepatitis B Virus des 

Erdhörnchens (Spermophilus beecheyi) (ground squirrel, GSHBV) (Marion et al., 1980), des 

Wolläffchens (Lagothrix lagotricha) (woolly monkey, WMHBV) (Lanford et al., 1998) und 

das Hepatitis B Virus des Waldmurmeltieres (Marmota monax) (woodchuck, WHV) 

(Summers et al., 1978). In den gewöhnlichen Versuchstieren wie Mäusen oder Ratten wurden 

bisher keine HBV-ähnlichen Viren gefunden.  

Das Hepatitis B Virus der Pekingente (Anas platyrhynchos forma domestica) (DHBV) 

(Mason et al., 1980) (Zhou 1980), das Hepatitis B Virus des Graureihers (Ardea cinerea) 

(heron, HHBV) (Sprengel et al., 1988), des Storchs (Ciconia ciconia) (Pult et al., 2001), des 

grauen Kronenkranichs (Balearica regulorum) (Prassolov et al., 2003) sind Vertreter der 

Avihepadnaviren.  

Allen diesen Viren ist eine sehr hohe Wirtsspezifität gemein. Generell ist eine Propagation 

von Hepadnaviren nur in nahe verwandten Spezies möglich. DHBV ist zum Beispiel nicht 

infektiös in Hühnern (Marion et al., 1987) oder Muscovyenten (Cairina moschata) (Fourel et 

al., 1994), die zur selben Familie wie Pekingenten gehören (Anseriformes).  

Tabelle 1.1 Übersicht bereits identifizierter Hepadnaviren 

  Abkürzung  Organismus der 
Primäridentifizierung  Erstbeschreibung 

Orthohepadnaviren       
Human Hepatitis B Virus   HBV  Mensch  (Dane et al., 1970) 

Woodchuck Hepatitis 
Virus  WHV  Waldmurmeltier  

(Marmota monax)  (Summers et al., 
1978) 

Ground Squirrel Hepatitis 
Virus  GSHV  

Kalifornisches 
Buchenerdhörnchen 

(Spermophilus beecheyi) 
 (Marion et al., 1980) 

Arctic Ground Squirrel 
Hepatitis Virus   ASHV  

Arktisches Erdhörnchen 
(Spermophilus parryi 

kennicotti) 
 (Testut et al., 1996) 

Woolly Monkey Hepatitis 
B Virus  WMHBV  Wollaffe 

(Lagothrix lagotricha)  (Lanford et al., 
1998) 

       
Avihepadnaviren       

Duck Hepatitis B Virus   DHBV  Pekingente 
(Anas platyrhynchus)  (Mason et al., 1980) 

Heron Hepatitis B Virus  HHBV  Deutscher Graureiher 
(Ardea cinerea)  (Sprengel et al., 

1988) 

Stork Hepatitis B Virus  STHBV  Weißer Storch 
(Ciconia ciconia)  (Pult et al., 2001) 

Grey Crowne Crane 
Hepatitis B Virus  CHBV  Grauer Kronenkranich 

(Balearica regulorum)  (Prassolov et al., 
2003) 
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1.4 Morphologie und Genomorganisation 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Enten Hepatitis B Virus (DHBV) als Modell für HBV 

eingesetzt. Seit mehr als 20 Jahren wird das DHBV Modellsystem erfolgreich zur Studie des 

hepadnaviralen Lebenszyklus genutzt. Bis vor kurzem war dieses System das einzige, das 

eine systematische Untersuchung der frühen Schritte im Infektionszyklus (Bindung, 

Aufnahme und Fusion) erlaubte (Mason et al., 1983; Mason et al., 1980; Summers and 

Mason, 1982). Neben HBV soll DHBV im Folgenden näher vorgestellt werden. 

Die infektiösen Viruspartikel aller Hepadnaviren ähneln morphologisch anderen 

membranumhüllten Viren (Abb. 1.1). Mit einem Durchmesser von etwa 55 nm sind DHBV 

Virionen etwas größer als HBV Virionen (42-47 nm) (Dane et al., 1970). Die äußere Hülle 

besteht aus der aus der Wirtszelle stammenden Lipiddoppelschicht, in die bei den 

Vogelhepadnaviren das große (large, L) und das kleine (small, S) Hüllprotein eingebettet sind 

(Gavilanes et al., 1982). Die Säugerhepadnaviren besitzen ein zusätzliches mittleres (middle, 

M) Hüllprotein (Pugh et al., 1987; Schlicht et al., 1987a). Durch seinen hydrophoben 

Charakter ist der S-Teil, der allen viralen Hüllproteinen gemein ist, in die Membran inseriert. 

Das M-Protein ist N-terminal um eine, das L-Protein um zwei hydrophile Domänen erweitert. 

Die Hülle umschließt das ikosahedrische Nukleokapsid, das sich aus 240 (seltener aus 180) 

gleichartigen Untereinheiten, dem core-Protein, zusammensetzt und einen Durchmesser von 

etwa 27 nm hat (Nassal and Schaller, 1993). Im Nukleokapsid befindet sich das partiell 

doppelsträngige, zirkuläre (nicht jedoch kovalent geschlossene) DNA-Genom (relaxed 

circular, rcDNA) mit einer Länge von etwa 3,0 kb (Avihepadnaviren) bzw. etwa 3,2 kb 

(Orthohepadnaviren).  
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Abb. 1.1 Schematischer Aufbau der Virionen und subviralen Partikel von HBV und DHBV  
Die Virionen bestehen aus einem partiell doppelsträngigen DNA-Genom, das mit den core-Proteinen zu einem 
Nukleokapsid assoziiert ist. Die äußere Hülle besteht aus einer Lipidmembran, in die die viralen 
Oberflächenproteine (L, M und S bei HBV, L und S bei DHBV) eingelagert sind. Das Fehlen des Nukleokapsids 
bei den subviralen Partikeln reflektiert deren nichtinfektiösen Charakter.  

Im Gegensatz zu anderen Animalviren haben Hepadnaviren die Eigenschaft, die Sekretion 

multipler Typen viraler Partikel zu induzieren. Neben infektiösen Virionen können im 

Elektronenmikroskop leere, sogenannte subvirale Partikel (SVPs) beobachtet werden (Abb. 

1.1 und Abb. 1.2). Zwei partikuläre Strukturen werden hierbei unterschieden: (i) Sphären mit 

einem Durchmesser von 20-22 nm und (ii) Filamente von variabler Länge. Die SVPs bestehen 

nur aus der Lipidmembran und den Hüllproteinen, enthalten also kein Nukleokapsid und sind 

somit nicht infektiös. Die verschiedenen in der Lipidmembran eingelagerten Hüllproteine, die 

L-, M- und S-Proteine, sind bei HBV nicht gleichmäßig auf den unterschiedlichen Partikeln 

verteilt (Ganem and Schneider, 2001). Im Vergleich zu den Filamenten, die neben dem S-

Protein auch M und L enthalten, weisen die sphärischen subviralen Partikel das S-Protein und 

kaum M oder L auf (Ganem and Schneider, 2001; Nassal, 1999). Während der Titer der 

infektiösen Partikel im Serum chronisch infizierter Patienten bei etwa 104 bis 109 pro ml liegt, 

kann man in der Regel einen 103- bis 105-fachen Überschuss an subviralen Partikeln finden 

(Madalinski et al., 1991). Bei DHBV unterscheiden sich die SVPs in Größe und 

Hüllproteinzusammensetzung nicht wesentlich von den Virionen (Mason et al., 1980; McCaul 
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et al., 1985). Im Serum infizierter Enten findet man bis zu 1011 Virionen pro ml und etwa 

1000-mal mehr SVPs. Ein DHBV Partikel enthält etwa 100 Hüllproteine, wobei das 

Verhältnis von L zu S bei etwa 1:4 liegt (Ganem and Varmus, 1987; Klingmuller and 

Schaller, 1993). Bisher ist unbekannt, warum der Anteil an SVPs so hoch ist und deren 

Funktion wird bis heute kontrovers diskutiert. Es wird vermutet, dass SVP als Köder für die 

Immunabwehr des Wirtes dienen.  

 
Abb. 1.2 Elektronenmikroskopische Aufnahme der HBV Virionen und subviralen Partikel  
Neben den infektiösen Viren produzieren infizierte Hepatozyten auch nichtinfektiöse subvirale Partikel 
(modifiziert nach (Heermann and Gerlich, 1991)). 

Mit einer Genomgröße von etwa 3 kb gehören die Hepadnaviren zu den kleinsten bekannten 

Animalviren. Aufgrund dieser geringen Größe ist die Genomorganisation sehr komplex und 

jedes Nukleotid steht in einem codierenden Kontext. Zusätzlich überlappen alle 

regulatorischen Elemente, wie Promotoren, Enhancer und cis-Elemente sowie das 

Verpackungssignal  ε mit kodierenden Sequenzen. Der Negativstrang trägt am 5’-Ende ein 

virales Protein, die virale Polymerase (P-Protein), die über ihre N-terminale Proteindomäne 

(terminal protein, TP) kovalent gebunden ist (Gerlich et al., 1980). Diese dient als Primer bei 

der reversen Transkription (Bosch et al., 1988). Der virale Plusstrang ist unvollständig und 

umfasst nur 40-85% des Genoms (Landers et al., 1977). Am 5’-Ende trägt der Plusstrang eine 

kurze Primersequenz, die zu seiner Synthese dient (Lien et al., 1986; Will et al., 1987). Dieses 

kurze Oligoribonukleotid überbrückt die Diskontinuität des Minusstrangs und ermöglicht so 

die charakteristische zirkuläre Genomstruktur. 

Die offenen Leserahmen P, preC/C, preS/S bei DHBV sowie zusätzlich X bei HBV, die 

teilweise überlappen, werden auf dem Negativstrang der DNA kodiert (Abb. 1.3).  



Einleitung
 

7 

Der P Leserahmen kodiert für die virale Polymerase, die die Aktivität einer reversen 

Transkriptase und RNaseH besitzt, sowie N-terminal ein weiteres Protein (TP), das am 5’-

Ende des vollständigen DNA-Stranges kovalent gebunden ist und als Primer während der 

DNA-Synthese dient.  

Der preC/C kodiert für das Strukturprotein des ikosahedrischen Nukleokapsids, das core-

Protein, (HBV 183 aa, DHBV 262 aa). Das um den preC Teil N-terminal erweiterte core-

Protein, sog. e-Antigen, ist kein Bestandteil der Virionen und wird nach Prozessierung des N- 

und C-Terminus in großen Mengen in das Serum sekretiert. Die Funktion des e-Antigens im 

hepadnaviralen Lebenszyklus ist weitgehend unklar. Für DHBV konnte gezeigt werden, dass 

das Protein keinen Einfluss auf die Bildung infektiöser Viren hat (Chang et al., 1987; Schlicht 

et al., 1987b).  

Der preS/S Leserahmen kodiert für die viralen Hüllproteine. Die DHBV Hüllproteine sind 

nicht glykosiliert, während die Oberflächenproteine von HBV teilweise glykosiliert sind. Die 

Hüllproteine sind Transmembranproteine, die am rauen ER von zwei mRNAs (2,35 und 2,13 

kb) je für das L- und das S-Protein synthetisiert werden (Buscher et al., 1985). Das L-Protein 

ist die N-terminale Erweiterung des S-Proteins (167 aa) um den preS-Teil (161 aa) (Pugh et 

al., 1987). Der N-Terminus des L-Proteins enthält ein Myristoylierungssignal (Met-Gly) 

(Persing et al., 1987). Im Westernblot können bei DHBV zwei L-Proteinbanden bei 35 und 37 

kDa detektiert werden, was auf die Phosphorylierung von L zurückzuführen ist (Grgacic and 

Anderson, 1994; Rothmann et al., 1998). Weitere L-Proteinspezies können bei 28 kDa, 

resultierend aus einer proteolytischen Spaltung (Fernholz et al., 1993), sowie bei 33 und 30 

kDa, die möglicherweise durch Translationsinitiation an anderen Startcodons entstehen, 

detektiert werden. Im Zuge der Reifung des Viruspartikels kann der preS-Teil sowohl zur 

Innen- als auch zur Außenseite des Partikels orientiert sein (in Abb. 1.1 schematisch 

dargestellt). Die preS-Sequenz vermittelt nach außen die Rezeptor-Bindung (Klingmuller and 

Schaller, 1993; Le Seyec et al., 1999) und dient im Lumen des Virion zur Interaktion mit dem 

Nukleokapsid (Bruss and Thomssen, 1994).  

Ein vierter Leserahmen kodiert für das X-Protein, dessen Funktion in der Virusreplikation 

weitgehend unbekannt ist. Vermutlich ist X ein regulatorisches Protein, das für die 

Infektiosität in vivo und als gewebespezifisch wirkender Transaktivator dient. (Colgrove et 

al., 1989; Schaller and Fischer, 1991; Spandau and Lee, 1988; Twu and Schloemer, 1987). 

Bei DHBV wurde kürzlich auch ein vierter ORF beschrieben (Chang et al., 2001), in vivo 
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Experimente an Enten zeigten bisher jedoch keine funktionelle Bedeutung des Genprodukts 

auf die DHBV-Infektion (Meier et al., 2003).  

Das genomische Transkript codiert einerseits für das core-Protein und (bei interner Initiation 

der Translation) für die virale Polymerase (reverse Transkriptase (P)) und wird andererseits 

als RNA-Prägenom in das Nukleokapsid verpackt, wo es als Vorlage für die Synthese des 

DNA-Genoms dient. Die kürzeren subgenomischen RNAs kodieren für die Hüllproteine und 

bei den Säugerhepadnaviren für das X-Protein und werden von verschiedenen internen 

Promotoren auf dem zirkulären Genom transkribiert. Die Regulation der Transkription von 

genomischer und subgenomischen RNAs erfolgt über Kontrollsequenzen, die über das 

gesamte virale Genom verteilt sind. Für das L-Protein von DHBV gibt es ein aus der 

genomischen RNA gespleißtes Transkript, dessen Funktion unbekannt ist (Obert et al., 1996). 

Ein solches Transkript wurde bei den Orthohepadnaviren nicht gefunden.  

 
 

Abb. 1.3 Genomorganisation von HBV und DHBV 
Die Kreise stellen von außen nach innen folgendes dar: Die äußeren blauen Linien stehen für die genomische 
RNA und subgenomischen RNAs mit gemeinsamem Polyadenylierungssignal. Die graue Box markiert das 
Verpackungssignal ε auf der preC/C-RNA. Der schwarze Doppelkreis stellt das partiell doppelsträngige DNA-
Genom dar. Das Dreieck am Negativstrang symbolisiert das terminale Protein TP, die Schlangenlinie am 
Plusstrang den RNA-Primer für dessen Synthese. Die farbigen Pfeile stellen die offenen Leseraster dar, vier für 
HBV (preS1/preS2/S, preC/C, P und X), drei für DHBV (preS/S, preC/C und P). Die Nummerierung entspricht 
für HBV der nach Pasek et al. (Pasek et al., 1979) und beginnt am Startcodon des core-Gens, die 
Nukleotidpositionen für DHBV-16 sind nach Mandart et al. (Mandart et al., 1984) angegeben. (aus: (Nassal and 
Schaller, 1996)) 
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1.5 Der virale Lebenszyklus 

Der Replikationszyklus ist vereinfacht in Abb. 1.4 dargestellt. Die Replikation verläuft 

ähnlich der der Retroviren über ein genomisches RNA-Intermediat, das durch reverse 

Transkription in DNA umgeschrieben wird. Während bei Retroviren die reverse Transkription 

nach dem Eintritt in die Wirtszelle und vor Integration in das Wirtsgenom erfolgt, wird das 

hepadnavirale Genom während der Reifung der Nukleokapside in der Wirtszelle revers 

transkribiert.  

Bis heute ist nur wenig über die ersten Schritte im Lebenszyklus der Hepadnaviren bekannt. 

Es ist noch unklar, wie und über welche zellulären Rezeptoren das Hepatitis B Virus 

aufgenommen wird. Es wurde gezeigt, dass die Bindung an die Zelloberfläche über die preS-

Domäne des L-Proteins an spezifische Rezeptoren vermittelt wird (Klingmuller and Schaller, 

1993; Neurath et al., 1986). Die Virusaufnahme erfolgt vermutlich über rezeptorvermittelte 

Endozytose (Kock et al., 1996). In welchem Zellkompartiment die Fusion der viralen 

Membran mit Wirtsmembran erfolgt, ist weitgehend unklar. Auf die Anheftung der Viren und 

die Virusaufnahme, ein zentraler Punkt der hier vorgestellten Arbeit, wird in Abschnitt 1.6. 

näher eingegangen.  

Nach Freisetzung des Nukleokapsids in das Zytoplasma erfolgt der Transport zum Zellkern, 

vermittelt durch Kernlokalisationssignale (nuclear localization signal, NLS) im core-Protein. 

Die Mechanismen zur Freisetzung des viralen Genoms aus dem Kapsid sind noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Kann und Panté konnten zeigen, dass das intakte Nukleokapsid über 

die Kernporen, die einen Durchmesser von 39 nm haben, in den Kern gelangen kann (Pante 

and Kann, 2002). Allerdings kann eine Auflösung des Kapsids an der Kernmembran und ein 

anschließender Transport der DNA in den Kern nicht ausgeschlossen werden. Im Kern wird 

das partiell doppelsträngige Genom (rcDNA) durch die virale Polymerase vervollständigt, 

wodurch eine zirkuläre, kovalent geschlossene doppelsträngige DNA in superhelikaler 

Struktur (covalently closed, circular DNA, cccDNA) entsteht (Kock and Schlicht, 1993). Die 

Transkription der genomischen und subgenomischen RNAs vom episomalen Virusgenom 

erfolgt durch die zelluläre RNA-Polymerase II (Rall et al., 1983). Die genomische RNA dient 

gleichzeitig als mRNA für die Translation des core-Proteins und der Polymerase. Die 

subgenomischen C, S und preS/S mRNAs besitzen unterschiedliche 5’-Enden und ein 

gemeinsames 3’-Ende, da sie alle das einzige Polyadenylierungssignal im Genom verwenden 

müssen (Cattaneo et al., 1984). 
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Nach dem Kernexport der Transkripte erfolgt die Translation der viralen Proteine im 

Zytoplasma. Als Verpackungssignal bildet die subgenomische RNA an ihrem 5’-Ende eine 

Haarnadel-Schleife, ε (DHBV Dε), aus, an das sich die virale Polymerase spezifisch anlagert 

(Bartenschlager et al., 1990; Bartenschlager et al., 1992; Hirsch et al., 1990; Junker-

Niepmann et al., 1990). Vor Verpackung der RNA wird das core-Protein phosphoryliert 

(Gazina et al., 2000). Die Bindung von core-Dimeren initiiert die Enkapsidierung des RNA-

Polymerase-Komplexes (Zhou and Standring, 1992). Bei DHBV ist zusätzlich zum 

Verpackungssignal Dε ein weiteres RNA-Element, DεII, erforderlich (Calvert and Summers, 

1994). Noch im Zytoplasma wird mit Hilfe der viralen Polymerase die subgenomische RNA 

revers transkribiert (Summers and Mason, 1982), wobei die Transkription durch einen kurzen 

DNA Primer im Kapsid eingeleitet wird (Nassal and Rieger, 1996). Die Umhüllung der 

Nukleokapside erfolgt im Gegensatz zu den meisten umhüllten Viren nicht an der 

Plasmamembran, sondern im endoplasmatischen Reticulum (Patzer et al., 1986) oder in einem 

intermediären Kompartiment (Huovila et al., 1992). Über den sekretorischen Transportweg 

der Zelle gelangen die Viren und der Überschuss von Hüllproteinen in Form von leeren 

subviralen Partikeln, an die Zelloberfläche und werden freigesetzt (zur Übersicht (Nassal and 

Schaller, 1996)). 

Zur Etablierung eines episomalen cccDNA-Pools, mit 1-20 cccDNA-Molekülen pro Zelle, 

wird alternativ zur Freisetzung ein Teil der Kapside zurück zum Zellkern transportiert 

(Tuttleman et al., 1986a; Wu et al., 1990; Zhang et al., 2003). Die Größe des cccDNA Pools 

im Kern spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Virusreplikation, da die 

Genexpression der Virusproteine von der Anzahl der cccDNA Kopien im Kern abhängig ist 

(Summers et al., 1991), wobei das DHBV L-Protein wiederum die Synthese der cccDNA 

reguliert (Lenhoff and Summers, 1994). 
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Abb. 1.4 Replikationszyklus der Hepadnaviren  
Nach Anheften und Aufnahme des Virus in die Hepatozyte gelangt das partiell doppelsträngige DNA-Genom in 
den Zellkern. Im Zellkern wird die virale DNA in kovalent geschlossene, zirkuläre DNA (cccDNA) 
umgewandelt. Die cccDNA dient anschließend als Matrize für die Transkription der viralen RNAs. Nach deren 
Export in das Zytoplasma erfolgt die Translation der viralen Proteine. Die subgenomischen RNA wird 
zusammen mit der Polymerase enkapsidiert und die RNA im Nukleokapsid revers transkribiert. Die Kapside 
knospen in das ER/ werden umhüllt und verlassen die Zelle. Ein Teil der Nukleokapside wird zum Zellkern 
transportiert und dient zur Ausbildung eines cccDNA-Pools. Die subgenomischen RNAs sind nicht abgebildet.  

1.6 Viruseintritt in die Wirtszelle 

Die Aufnahme von Viren in die Wirtszelle ist ein komplexer, koordinierter Prozess, bei dem 

jeder Schritt genau vorgegeben ist. Der Viruseintritt in die Zelle beginnt mit der Interaktion 

des Virus mit einem Rezeptor an der Zelloberfläche, wobei dieser ein zelluläres Protein, 

Kohlenhydrat oder Lipid sein kann. Dieser Faktor kann abundant und ubiquitär vorkommen 

oder selten und zellspezifisch sein und dadurch einen wichtigen Beitrag zum Tropismus 

leisten. Die Interaktion kann der Anreicherung von Viren an der Zelloberfläche dienen und 

resultiert schließlich in der Aufnahme der Viren durch Endozytose oder direkte Fusion mit 

der Plasmamembran. Häufig folgen auf diese primäre Bindung weitere spezifische 

Interaktionen des Virus mit anderen nachgeschalteten zellulären Faktoren in einer 

festgelegten Reihenfolge (Dimitrov, 2004). Die Interaktion mit einem einzelnen 

Anheftungsfaktor kann schwach sein (KD im millimolaren Bereich), die Verschaltung 

mehrerer Faktoren kann die Stärke der Bindung erhöhen, sogar irreversibel machen. Der 



Einleitung
 

12 

Viruseintritt kann dann durch Fusion mit der Plasmamembran oder Penetration (humane 

Immundefizienzviren (HIV), Masernviren, Herpesviren) oder durch Endozytose erfolgen 

(Semliki-Forest-Viren, Influenzaviren, Adenoviren, Polyomaviren, Picornaviren) (zur 

Übersicht siehe (Sieczkarski and Whittaker, 2005; Smith and Helenius, 2004)).  

Für HBV konnten bisher weder ein zellulärer Interaktionspartner noch der 

Eintrittsmechanismus in die Zelle identifiziert werden. Jedoch konnte gezeigt werden, dass 

sowohl HBV als auch DHBV über die preS1- bzw. preS-Region des L-Oberflächenproteins 

mit der Wirtszelle interagieren (Cheung et al., 1989; Cheung et al., 1990; Neurath et al., 

1986). Für DHBV konnte mit rekombinanten SVPs, welche nur das L- oder S-Hüllprotein 

enthielten, gezeigt werden, dass die hydrophile preS-Region essentiell für eine spezifische 

Interaktion mit einem zellulären Rezeptor auf Hepatozyten ist (Klingmuller, 1992). Des 

Weiteren zeigten Infektionskompetitionsstudien, dass rekombinante DHBV-preS Polypeptide 

aus E.coli (DpreS) die DHBV-Infektion effizient und konzentrationsabhängig inhibieren und 

somit preS eine essentielle Determinante für die Rezeptorerkennung darstellt. Durch 

Mutationsanalysen konnte innerhalb von DpreS eine Subdomäne aus 85 Aminosäuren (aa 30-

115) als DHBV Rezeptorbindestelle charakterisiert werden (Urban et al., 1998). Abb. 1.5 

zeigt einen Überblick über bisher beschriebene funktionelle Subregionen der preS-Domäne 

des DHBV L-Proteins.  

 

Abb. 1.5 Schematische Darstellung der preS-Domäne des DHBV L-Proteins 
Die CPD-Rezeptorbindestelle (Aminosäuren 30-115) innerhalb der preS-Domäne (AS 1-161) des L-Proteins 
setzt sich aus einer stabilisierenden (AS 30-86) und einer essentiellen (AS 86-115) Domäne zusammen. Weiter 
sind folgende Regionen dargestellt: Myristylrest an Gly-2, Wirtspezifitätssequenz (AS 22-37), 
Phosphorylierungsstelle an Ser118 (Rothmann et al., 1998). (modifiziert nach (Urban and Gripon, 2002)) 

Der Hypothese folgend, dass preS als viraler Ligand einen zellulären Rezeptor bindet, 

identifizierten unabhängig voneinander Kuroki et al. (1994) und Tong et al. (1995) ein 

180 kDa Glykoprotein (gp180/CPD), welches eine speziesspezifische und hochaffine 

Bindung an preS zeigte (Kuroki et al., 1994; Tong et al., 1995). CPD wurde als Prototyp einer 

neuen Klasse membrangebundener basischer Carboxypeptidasen charakterisiert (Kuroki et al., 

1995; Tong et al., 1995). CPD ist ein Typ I Transmembranprotein und besteht aus drei 

extrazellulären bzw. luminalen Tandemdomänen A, B und C (s. Abb. 1.6), wobei die nicht 

enzymatisch aktive C-Domäne ausreichend für die Interaktion mit preS ist (Eng et al., 1998). 
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Ein hydrophober Transmembranbereich verankert die Peptidase in der Membran und 

verbindet sie außerdem mit ihrem zytoplasmatischen hochkonservierten C-Terminus. CPD ist 

ein im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) residierendes Protein, das vom Golgi-Apparat zur 

Plasmamembran und zurück über Endosomen transportiert wird und somit nur vorübergehend 

an der Zelloberfläche gefunden werden kann (Eng et al., 1999; Kuroki et al., 1994). Wie 

durch Eng et al. gezeigt werden konnte, ist der zytoplasmatische Teil essentiell für diese 

Lokalisation und den Transport zur Plasmamembran und zurück (Eng et al., 1999). Im 

Folgenden zeigte sich, dass dieser Teil außerdem in die Internalisierung des Virus über 

Endozytose und die Etablierung einer Infektion involviert ist (Breiner and Schaller, 2000; 

Breiner et al., 1998).  

 

Abb. 1.6 Schematische Darstellung der Topologie von CPD 
Erläuterungen siehe Text. 

Die oben beschriebene Interaktion von CPD mit DHBV zeigt teilweise Eigenschaften auf, die 

für CPD als einen Rezeptor sprechen, welcher den Viruseintritt in die Wirtszelle vermittelt. 

Die bedeutsame Rolle von CPD für die DHBV-Infektion basiert des Weiteren auf folgenden 

Beobachtungen: Die DHBV-Infektion kann durch (i) Antikörper gegen natives CPD sowie 

(ii) lösliches CPD blockiert werden (Urban et al., 2000). (iii) Die Überexpression von CPD 

Mutanten, die nicht mehr vom TGN zur Plasmamembran und zurück zirkulieren können, 

führen durch Festsetzung der DHBV Partikel an der Zelloberfläche zu einer Abrogation der 

produktiven Infektion (Breiner and Schaller, 2000). (iv) CPD wird in DHBV infizierten 

Hepatozyten in vivo und in vitro selektiv durch das L-Protein herunterreguliert und stellt so 

einen Mechanismus zur Verhinderung einer Superinfektion dar (Breiner et al., 2001b; Walters 

et al., 2004).  

Andere Daten wiederum stellen diese Funktion für CPD als alleinigen Anheftungs- und 

Aufnahmefaktor für DHBV in Frage: (i) CPD ist ein ubiquitäres Protein und in seiner 

Expression somit nicht beschränkt auf DHBV-suszeptible Zellen und kann daher nicht den 
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Wirts- und Gewebetropismus von DHBV erklären. (ii) Heterolog exprimiertes CPD in nicht-

permissiven Zelllinien vermittelt zwar die spezifische Aufnahme von DHBV-Partikeln, 

resultiert jedoch nicht in einer CPD-vermittelten Suszeptibilität der Zellen für eine DHBV-

Infektion (Breiner et al., 1998; Tong et al., 1999). Dies impliziert, dass für eine erfolgreiche 

Etablierung einer DHBV-Infektion neben CPD weitere Faktoren (Korezeptoren, Proteasen) 

benötigt werden.  

Neben dem bisher noch nicht genau geklärten Mechanismus der Anheftung ist auch der 

nachfolgende Aufnahmeweg in die Zelle nicht eindeutig aufgeklärt. DHBV gelangt, wie von 

Köck et al. durch die Verwendung von Energie-depletierenden Agenzien gezeigt (Kock et al., 

1996), über endozytotische Transportwege in seine Wirtszelle (Breiner and Schaller, 2000; 

Breiner et al., 1998). Die Aufnahme von markierten DHBV Partikeln verfolgend, zeigten 

Chojnacki et al. eine Kolokalisation der Partikel mit endosomalen Markern. Das zelluläre 

Kompartiment, in dem anschließend die Fusion erfolgt, und der zugrunde liegende 

Mechanismus konnten bisher nicht eindeutig geklärt werden. Obwohl DHBV endozytiert 

wird und folglich auf ein saures Milieu trifft, deuten frühere Studien mit lysosomotropen 

Agenzien, wie NH4Cl, zur Erhöhung des endosomalen pH-Wertes, daraufhin, dass ein 

niedriger pH-Wert nicht essentiell für die Initiation der hepadnaviralen Infektion ist (Kock et 

al., 1996; Rigg and Schaller, 1992). Daraus wurde geschlossen, dass DHBV nicht durch ein 

saures Kompartiment transportiert wird oder keinen niedrigen pH-Wert für die Fusion 

benötigt. Allerdings waren die in den Untersuchungen verwendeten Agenzien nicht in der 

Lage, den pH-Wert des späten Endosoms bis zur Neutralität zu erhöhen (Yoshimori et al., 

1991). Grgacic et al. konnten zeigen, dass bereits eine kurze Senkung auf pH 6,5 zu größeren 

Konformationsänderungen im L-Protein führt (Grgacic and Schaller, 2000). Eine verborgene 

hydrophobe Domäne im S-Bereich des L-Proteins, die ein mögliches Fusionspeptid 

beinhaltet, wird durch diesen niedrigen pH an der Oberfläche des DHBV Partikels exponiert 

(Chojnacki et al., 2005; Grgacic et al., 2000). Die Verwendung von Bafilomycin A1, einem 

Inhibitor der Protonenpumpe von Vakuolen, konnte eine Rolle des späten Endosoms in der 

DHBV-Infektion bestätigen. Die resultierende Blockade des Transports von DHBV in das 

späte Endosom verhinderte die Etablierung einer produktiven Infektion (Chojnacki et al., 

2005). Dies führte zu der Schlussfolgerung, dass zwar die Fusion von DHBV im späten 

Endosom erfolgt, ein niedriger pH-Wert aber nicht essentiell für die Infektion ist (Chojnacki 

et al., 2005). Allerdings kann dieser eine wichtige Rolle in der Kinetik des Viruseintritts 

spielen.  
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1.7 Lebermorphologie 

Die Leber stellt den präferentiellen Ort der Replikation von Hepadnaviren dar. Da das Ziel 

dieser Arbeit der Vergleich der DHBV-Infektion in vivo und in vitro war, soll der Aufbau und 

Funktion der Leber in diesem Kapitel näher beschrieben werden.  

Die Leber macht beim Menschen etwa 5% des Körpergewichts aus (durchschnittlich 1500 g), 

durch die pro Minute 1500 ml Blut zirkulieren. Nur 20% des gesamten Kreislaufvolumens 

bestehen aus sauerstoffreichem arteriellem Blut aus der Leberarterie (Arteria hepatica 

propria), während 70-80% sauerstoffarmes venöses Blut aus Magen, Darm, Pankreas und 

Milz stammt und über die Pfortader (Vena portae hepatis) geliefert wird (Saxena et al., 1999). 

Die Leber ist das Zentrum des Kohlenhydrat-, Eiweiß- und Fettstoffwechsels (Leonhardt et 

al., 2003). Das venöse Blut bringt resorbierte Kohlenhydrate, Fette und Proteine sowie 

Giftstoffe/Makromoleküle vom Darm zur Leber. Venöses Blut aus der Pfortader und 

arterielles Blut aus der Leberarterie strömen miteinander vermischt durch die sinusoiden 

Kapillaren der Leberläppchen. Von der Leber fließt das Blut über die Lebervenen durch die 

vena cava inferior zum Herzen und wird von dort im Organismus verteilt. Fettlösliche 

Giftstoffe etc. werden in der Leber in wasserlösliche Bestandteile umgewandelt und mit der 

Galle ausgeschieden (Israel and London, 1991).  

Die Leber besteht zu 60-65% (bzw. 90% der gesamten Lebermasse) aus Hepatozyten und zu 

35-40% aus Nichtparenchymzellen (NPC, non-parenchymal cells) (Alpini et al., 1994; Blouin 

et al., 1977). Die NPCs teilen sich auf in sinusoidalen Endothelzellen (SEC), die 15-20% der 

Leberzellpopulation repräsentieren, Kupfferzellen mit 8-12%, sowie kleineren Mengen von 

Itozellen, intrahepatischen Lymphozyten und Gallengangsepithelzellen (zur Übersicht (Alpini 

et al., 1994)).  

Die Leber ist in strukturelle und funktionelle Untereinheiten aufgeteilt, der Aufbau des 

Lebersinusoids ist schematisch in Abb. 1.7 gezeigt. Die sinusoiden Kapillaren mit einem 

Durchmesser von 7-12 µm sind mit sinusoidalen Endothelzellen (SEC, sinusoidal endothelial 

cells) ausgekleidet. Als Teil des reticuloendothelialen Systems (RES) können SECs lösliche 

Plasmakomponenten endozytieren. Endothelzellen werden auch Siebplatten genannt, sie 

besitzen ca. 100 nm große zytoplasmatische Poren, die Fenestrae. Wisse beschrieb 1970 die 

Fenestrae als membrangebundene Löcher mit einem Durchmesser von etwa 110 nm (Wisse, 

1970). Die Fenestrae gewähren Zugang zu dem perisinusoidalen Disse’schen Raum, der ca. 

0,3 µm breit ist und zwischen Endothel und Hepatozyten liegt. Im Disse’schen Raum existiert 

keine Basallamina des Endothels, sondern ein Stützgerüst aus Kollagenfibrillen. Zu der hohen 
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endozytischen Aktivität der Leber tragen neben den SECs auch die angelagerten 

phagozytierenden Kupffer’schen Sternzellen bei. Diese im Lumen der Sinusoide liegenden 

Zellen haben Fortsätze, die in den Disse’schen Raum und in die Sinusoide hineinreichen. Im 

perisinusoidalen Bereich liegen Itozellen (Fettspeicherzellen/Lipozyten), die der 

Hauptspeicherort von Vitamin A sind und für die Synthese und den Abbau der extrazellulären 

Matrix sorgen. Bei einer Leberzirrhose sind diese verantwortlich für Vernarbung der Leber. 

Die perisinusoidale Oberfläche der hochdifferenzierten Hepatozyten (Leberparenchymzellen) 

ist mit Mikrovilli besetzt, dadurch wird eine Vergrößerung der Oberfläche und somit erhöhter 

Stoffaustausch zwischen Hepatozyten und Blut im Disse’schen Raum erreicht. Die apikale 

Membran der Hepatozyten begrenzt das Lumen der Gallenkapillaren. Humane Hepatozyten 

enthalten zwei oder mehr Zellkerne (nicht so bei Entenhepatozyten mit meist nur einem Kern) 

und sind reich an Mitochondrien, ER und Glykogenpartikel sowie peribiliären Körperchen, 

den Lysosomen (zur Übersicht: (Arias, 2001)). 

 

Abb. 1.7 Aufbau des Lebersinusoids 
Lebersinusoide sind mit fenestrierten Endothelzellen ausgekleidet und durchsetzt mit Kupfferzellen. Die 
Itozellen befinden sich innerhalb des Disse’schen Raums, der Hepatozyten und Endothelzellen trennt 
(modifiziert nach (Frevert et al., 2005)). 

Die Leber dient der Eliminierung verschiedener Pathogene wie Bakterien, Bakteriophagen 

und Viren aus dem Blut (Mims, 1956; Mims, 1959a; Mims, 1959b; Mims, 1968; Nathanson 

and Harrington, 1967). Die Sinusoidalzellen der Leber spielen eine wichtige Rolle bei der 

Aufrechterhaltung der Leberfunktionen. Die Hauptaufgabe der Fenestrae ist die Ausbildung 

einer semi-permeablen Barriere zwischen Blut und Hepatozyten (schematisch dargestellt in 

Abb. 1.8 B). Dieses so gebildete mechanische Sieb dient dem Schutz der Leber. Fenestrae 

sind dynamische Strukturen, deren Durchmesser von etwa 100 nm durch den luminalen 
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Blutdruck beeinflusst werden kann. Verschiedene Agenzien wie Ethanol, Nikotin und 

Dimethylnitrosamin können die Fenestrierung der Leber reduzieren, was den Ausbruch von 

z.B. Leberzirrhose begünstigen kann. Das fenestrierte Endothel fungiert somit als Sieb, das 

zwar den Kontakt der Parenchymzellen mit Plasmaproteinen im Disse’schen Raum gestattet, 

stellt jedoch eine Barriere dar, die die direkte Interaktion der Parenchymzellen mit roten 

Blutkörperchen, großen Chylomikronen, Viren und Bakterien (weitgehend) verhindert. Die 

Entfernung von (Plasma-) Proteinen und partikulärem Fremdmaterial aus dem Blut erfolgt 

meist durch Endozytose in SECs, die eine große Anzahl lysosomaler Enzyme enthalten und 

damit für die Degradation der endozytierten Liganden bestens ausgestattet sind. Unter 

normalen physiologischen Bedingungen erfolgt in SECs keine Phagozytose. Neben den SECs 

tragen auch Kupfferzellen als Makrophagen der Leber zusätzlich zu dieser Funktion bei, 

indem sie partikuläres Material wie alte Erythrozyten und Bakterien durch Endozytose aus 

dem Blut entfernen. 

 

Abb. 1.8 Mikroarchitektur der Leber 
Fenestrierte Endothelzellen (SEC) trennen das sinusoidale Blut von den Hepatozyten (Hep). (A) EM-Bild einer 
perfusionsfixierten Entenleber. Der Größenbalken entspricht 2 µm. (B) Schematische Darstellung. (modifiziert 
nach (Breiner et al., 2001a)) 

1.8 Infektionsmodelle für Hepadnaviren 

1.8.1 Die experimentelle HBV Infektion 

Die Tatsache, dass das humane Hepatitis B Virus neben dem Menschen nur Schimpansen 

infizieren kann (Barker et al., 1973; Will et al., 1982), stellt für Infektionsstudien in vivo einen 

stark limitierenden Faktor dar.  

Die Entwicklung einer Therapie für die chronische HBV Infektion erweist sich bis heute auch 

aufgrund des Fehlens eines kleinen Tiermodells, bei dem das Immunsystem gut erforscht ist, 
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als schwierig. Ein wertvolles Werkzeug zur Untersuchung der Immunantwort gegen HBV 

sind HBV-transgene Mäuse (Übersicht in (Chisari, 1996)). Durch die Integration eines 

linearen 1,3-fach überlangen HBV Genoms, das durch terminale Duplikation die zirkuläre 

Form des Genoms imitiert, wird die Transkription von authentischen regulatorischen 

Elementen gesteuert. Dies erlaubt die Produktion von viralen Antigenen und Virionen. Da 

aber Maushepatozyten nicht suszeptibel für DHBV sind, kann in diesen Tieren die Initiation 

der Infektion nicht studiert werden. Ein weiteres Defizit dieses Systems ist, dass keine 

cccDNA, das zentrale intrazelluläre Intermediat der HBV Infektion, gebildet wird (Raney et 

al., 2001). Chimäre Mauslebern, Xenotransplantate von Mäusen mit Hepatozyten anderer 

Spezies (Dandri et al., 2001a; Dandri et al., 2001b), machen die Infektion von Mäusen mit 

HBV möglich. Allerdings ist die Generierung chimärer Lebern technisch schwierig und 

aufwendig und da die Immunsuppression der Mäuse zwingend erforderlich ist, um zu 

verhindern, dass das Transplantat abgestoßen wird, ist wiederum keine Untersuchung des 

Immunsystems möglich.  

Schon seit Jahren erlauben Surrogatsysteme wie die Hepatoma-Zelllinien HepG2 und Huh7 

die Studie der Replikation nach Transfektion von HBV DNA (Chang et al., 1987; Sells et al., 

1987; Sureau et al., 1986; Tsurimoto et al., 1987; Yaginuma et al., 1987). Da diese Zelllinien 

jedoch nicht infiziert werden können, gestaltete sich die Untersuchung der frühen Schritte der 

Infektion, wie Eintritt in die Zelle und Freisetzung des Genoms, als äußerst schwierig. In vitro 

Infektionsexperimente an primären humanen Hepatozyten (PHH) mit HBV sind aufgrund der 

geringen Verfügbarkeit gesunden Lebergewebes nur begrenzt möglich. PHH Präparationen 

schwanken zudem in der Qualität abhängig von Alter und Lebensstil des Spenders. Die 

Infektion mit HBV ist generell sehr ineffizient und nur in einem kleinen Zeitrahmen nach 

Plattierung der Zellen möglich (Galle et al., 1994; Gripon et al., 1988).  

Erst kürzlich wurden zwei vielversprechende in vitro Infektionssysteme für HBV etabliert: 

Primäre Hepatozytenkulturen des kleinen Säugetieres Tupaia belangeri können mit HBV und 

WMHBV infiziert werden (Kock et al., 2001), sind permanent verfügbar und zuverlässiger 

infizierbar als primäre humane Hepatozyten. Tupaias, auch Spitzhörnchen genannt, können 

ferner in vivo mit HBV infiziert werden, allerdings hat die Infektion einen selbstlimitierenden 

Charakter und nimmt keinen chronischen Verlauf (Walter et al., 1996). Interessanterweise 

gehören Tupaias nicht zu den Primaten, sondern bilden eine eigene Ordnung, Scandentia, die 

zwischen Rodentia, Lagomorpha und Primaten eingeordnet wird (Nishihara et al., 2002). 

Trotz der hohen Wirtsspezifität von Hepadnaviren konnte von Glebe et al. gezeigt werden, 
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dass die Infektion mit HBV spezifisch ist, da monoklonale Antikörper gegen die viralen 

Oberflächenproteine von HBV die Infektion neutralisieren (Glebe et al., 2003).  

Die humane Hepatomazelllinie HepaRG unterstützt als einzige Zelllinie unter speziellen 

Kultur- und Infektionsbedingungen den vollständigen HBV Replikationszyklus (Gripon et al., 

2002). Im Gegensatz zu anderen Zelllinien weisen HepaRGs nur geringe chromosomale 

Aberrationen auf. Während der Proliferationsphase haben diese Zellen einen eher epithelialen 

Phänotyp, in Gegenwart von DMSO und Hydrocortison entwickeln sie innerhalb einer 

zweiwöchigen Differenzierungsphase eine hepatozytenähnliche Morphologie und exprimieren 

eine Vielzahl leberspezifischer Markerproteine. Nur in diesem Stadium sind die Zellen für die 

HBV Infektion suszeptibel. Zur Infektion werden hochkonzentrierte Viren und 

Polyethylenglykol (PEG) benötigt. Auch hier konnte die Spezifität der HBV-Infektion durch 

neutralisierende, gegen HBV-Oberflächenproteine gerichtete Antikörper verifiziert werden 

(Gripon et al., 2002).  

Ein allumfassender Ansatz mit dem humanen Hepatitis B Virus, der biochemische 

Untersuchungen, Infektionen in der Zellkultur und in vivo Infektionen vereint, ist zum 

bisherigen Zeitpunkt nicht durchführbar. Daher bedient man sich häufig alternativ zu HBV 

anderer Vertreter der Hepadnavirusfamilie. 

WHV und DHBV dienen als Tiermodelle für die humane Infektion und haben wesentlich zu 

unserem heutigen Verständnis der Replikationsstrategie und Pathologie beigetragen. WHV 

wird als Modell für die Hepatitis B Viren der Säugetiere verwendet (Roggendorf and Tolle, 

1995; Tennant and Gerin, 2001). WHV verursacht wie HBV eine chronische Hepatitis und 

hepatozelluläre Karzinome in Murmeltieren (Marmota monax) und erlaubt somit die 

Untersuchung der Pathogenese und möglicher Therapieansätze (Mason et al., 1998; 

Yamamoto et al., 2002; Zhou et al., 2000). Nachteile des Systems stellen die Handhabung der 

Versuchstiere, deren langer Winterschlaf sowie das Fehlen permissiver Zelllinien dar. 

1.8.2 Experimentelle DHBV-Infektion in vivo und in vitro  

In dieser Arbeit diente das Hepatitis B Virus der Ente als Modell zur Studie der Infektion in 

vivo und in vitro. Das DHBV-System ist immer noch das bevorzugte Tiermodell, um direkt 

die Infektion in vivo, in der Ente, und in vitro, in primären Leberzellkulturen (PDH, primary 

duck hepatocytes), zu untersuchen.  

Ähnlich wie bei HBV entwickelt sich auch bei DHBV eine chronische Infektion durch 

vertikale Übertragung vom Muttertier über das Blut auf das Ei. DHBV repliziert im 
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Dottersack und wird so auf den Embryo übertragen (Tagawa et al., 1987). Die experimentelle 

Übertragung von DHBV auf frisch geschlüpfte Entenküken wird bereits seit langem genutzt, 

um die DHBV-Infektion zu analysieren (Freiman et al., 1988; Jilbert et al., 1988; Jilbert et al., 

1996; Marion et al., 1987; Omata et al., 1984; Tagawa et al., 1985). Ausschlaggebend für den 

Infektionsverlauf ist das Alter der Enten zum Zeitpunkt der Infektion. Werden frisch 

geschlüpfte Entenküken mit einer hohen DHBV-Dosis inokuliert, so etabliert sich rasch eine 

persistente Infektion. Im Vergleich dazu verläuft eine DHBV-Infektion von Enten im Alter 

von vier Wochen meist transient (Fukuda et al., 1987; Jilbert et al., 1998; Vickery and 

Cossart, 1996; Zhang et al., 2005). Die Ursachen für diese Unterschiede liegen neben der 

Reifung der Wirtszellen und deren Möglichkeit, die Replikation zu unterstützen, in der 

Etablierung des Immunsystems. Bei drei Wochen alten Enten werden bereits innerhalb von 

zwei Tagen neutralisierende Antikörper gebildet, die die Ausbreitung der Infektion 

weitgehend verhindern (Zhang et al., 2005), gleichzeitig verbunden mit einer Reduktion des 

Virustiters bzw. dem Verlust der Virämie (Jilbert et al., 1998; Jilbert et al., 1992). Erhöht man 

die Virusdosis, so können auch ältere Enten noch eine persistente Infektion entwickeln 

(Jilbert et al., 1998).  

In vitro Infektionsstudien von DHBV werden mit PDHs durchgeführt, da es keine infizierbare 

Zelllinie gibt. Tuttleman et al. zeigten zum ersten Mal im Jahr 1980, dass primäre 

Entenhepatozyten mit DHBV-haltigem Entenserum infiziert werden können (Tuttleman et al., 

1986b). Dieses System erlaubt somit, alle Schritte der Replikation zu untersuchen und 

ermöglichte die Identifizierung und Charakterisierung von CPD als Rezeptor für DHBV. Die 

Vorteile des DHBV Systems sind die einfache Handhabung und regelmäßige Verfügbarkeit 

von Enten, abgesehen von Engpässen im Winter, da hier die Brut in einigen Betrieben 

eingestellt wird. Die primären Entenhepatozyten schwanken in der Qualität im Gegensatz zu 

humanem Material nur gering und das Alter der Enten zur Zeit der Präparation kann immer 

gleich gewählt werden.  

Primäre Entenhepatozyten bedürfen jedoch der Kultivierung in Medium, das neben Insulin 

und Kortikosteroiden auch Dimethylsulfoxid (DMSO) enthält. DMSO erhält den 

Differenzierungsstatus und somit die Infizierbarkeit der Hepatozyten aufrecht. (Galle et al., 

1989; Pugh and Summers, 1989). Das Kulturmedium enthält kein fötales Kälberserum (FCS, 

fetal calf serum), da dadurch die Suszeptibilität der Zellen gegenüber einer DHBV-Infektion 

verloren geht. Pugh et al. konnten zeigen, dass in Anwesenheit von Serum keine DHBV-

Bindung an Hepatozyten erfolgt (Pugh et al., 1995). Die Möglichkeit, auf Substanzen wie 
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PEG, das im Verdacht steht Membranfusion zu fördern, bei der Inokulation zu verzichten, 

stellt einen weiteren entscheidenden Vorteil der DHBV-Infektion dar.  

Bisher gelang in keinem anderen hepadnaviralen System außer DHBV, die Sekundärinfektion 

durch Nachkommenviren zu initiieren. In PDHs ist die Ausbreitung der Infektion durch 

Nachkommenviren über mehrere Infektionsrunden möglich, so dass, abhängig von der Anzahl 

der Viren im Inokulum, die meisten Zellen innerhalb von 8-14 Tagen infiziert werden (Pugh 

and Summers, 1989). Das DHBV-Enten-System ist somit bisher auch die einzige Virus-Wirt-

Kombination mit der sowohl in vivo als auch in vitro die Ausbreitung von Nachkommenviren 

verfolgt werden kann. 

Neben DHBV-haltigem Entenserum können infektiöse Viren auch mit Hilfe von 

Leberzelllinien, wie der Hühnerhepatomazelllinie LMH (leghorn male hepatocytes), 

produziert werden (Condreay et al., 1990). Diese Zelllinie erlaubt die Replikation von DHBV 

nach Transfektion von rekombinanter DNA. Hierdurch können sowohl mit DHBV-wt als 

auch Mutanten Infektionen in vivo und in vitro durchgeführt werden. DHBV bietet daher die 

Möglichkeit die volle Bandbreite an Experimenten auszuschöpfen (quasi vom Reagenzglas 

bis zum Tierversuch). 

Das Infektionssystem in vitro bringt allerdings auch Nachteile mit sich. Die Präparation 

primärer Zellen ist zeitaufwendig. Die primäre Leberzellkultur ist eine Mischpopulation aus 

variablen Mengen von Nichtparenchymzellen und Hepatozyten. Für die Untersuchung des 

Viruseintritts in die Zelle auf molekularer Ebene wird sie den Ansprüchen nicht vollständig 

gerecht, da die Infektion eine lange Inkubation der PDHs mit einem großen Überschuss an 

Viren verlangt und nur teilweise produktiv ist (Klingmuller, 1992; Klingmuller and Schaller, 

1993; Pugh et al., 1987; Pugh and Summers, 1989; Rigg and Schaller, 1992; Yao et al., 2003). 

Die limitierte Effizienz der Infektion in vitro steht in großem Gegensatz zu der äußerst 

effizienten in vivo Infektion, bei der die Mehrheit der Leberzellen innerhalb kurzer Zeit 

infiziert wird (Jilbert et al., 1988). Als mögliche Erklärungen werden unter anderem häufig 

eine unzureichende Differenzierung und Zellpolarität der Zellen in vitro angeführt, wie die 

Notwendigkeit von DMSO im Kulturmedium zur Aufrechterhaltung der Suszeptibilität von 

Hepatozyten für die Hepadnavirus Infektion verdeutlicht (Galle et al., 1989; Gripon et al., 

1988; Pugh and Summers, 1989). Des Weiteren wird die geringe Präsenz von CPD an der 

Zelloberfläche und dessen langsame Transportrate häufig als möglicher limitierender Schritt 

diskutiert (Breiner and Schaller, 2000; Breiner et al., 1998; Tong et al., 1995).  
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Auch die Kinetik und Effizienz der Bindung und Aufnahme der Viren ist bisher nur wenig 

untersucht. Es scheint, dass dieser Prozess in vitro sehr ineffizient ist und nur ein geringer 

Teil der Viren produktiv wird. Dies führte zu der Frage nach dem Verbleib der Viren, die 

keine produktive Infektion auslösen.  

Das in vitro Kultursystem erfüllt einige, aber nicht alle Bedingungen, die zu der effizienten 

Infektion in vivo führen. Aus diesem Grund sollten in dieser Arbeit mit Schwerpunkt auf der 

Untersuchung der Bindung und Aufnahme der Viren Faktoren bzw. Mechanismen 

identifiziert werden, die die Infektionseffizienz in vitro verbessern könnten.  
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1.9 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Die Infektion mit dem Hepatitis B Virus in vivo ist, wie am Beispiel des Enten Hepatitis B 

Virus (DHBV) gezeigt, sehr effizient, da alle Zellen der Leber innerhalb weniger Tage 

vollständig infiziert werden. Dies steht im Gegensatz zu der niedrigen Infektionseffizienz 

primärer Hepatozyten in vitro, was die Aufklärung der frühen Schritte des hepadnaviralen 

Lebenszyklus erheblich erschwert.  

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus der DHBV-Infektion in vivo und in vitro und 

die Ursachen für diesen Widerspruch näher zu untersuchen. Durch die Charakterisierung der 

limitierenden Schritte der Infektion im Zellkultursystem sollten die allgemeinen 

Versuchsbedingungen des in vitro Systems verbessert werden, um nachfolgende 

biochemische Analysen zu ermöglichen. Dazu sollte das Schicksal der Viren im Inokulum in 

vivo und in vitro erstmals mit Hilfe von real-time PCR quantitativ analysiert werden und mit 

den korrespondierenden Ergebnissen aus der Immunhistochemie der infizierten Zellen 

korreliert werden. Es sollte untersucht werden, wie schnell Viren an die Leberzellen binden 

und folglich eine Infektion auslösen. Eine zentrale Frage, die hierbei geklärt werden sollte, 

war, wie hoch der Anteil infektiöser Viren im Inokulum ist.  

Informationen über die Kinetik, Energieabhängigkeit und Spezifität der Bindung sollten aus 

der Infektion primärer Leberzellkulturen mit DHBV-wt oder mit eigens hierfür entwickelten 

rekombinanten DHBV gewonnen werden. Diese rekombinanten Viren sind 

replikationsdefizient und daher in der Lage, nur die erste Infektionsrunde zu etablieren.  

In Zusammenhang mit der Untersuchung der Unterschiede zwischen der Infektionseffizienz 

in vivo und in vitro sollte auch der Frage nach der Existenz infektionsstimulierender Faktoren 

nachgegangen werden. Damit verbunden ist die, nur im DHBV-Enten-System mögliche, 

vergleichende Beschreibung des viral spread, der Infektionsausbreitung durch 

Nachkommenviren, und die Untersuchung der Frage, ob Nachkommenviren effizienter neue 

Zellen infizieren als in der ersten Infektionsrunde und ob diese Sekundärinfektionen lokal 

begrenzt sind.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten dazu dienen, ein effizientes Infektionssystem für die 

Identifizierung zellulärer Interaktionspartner zu etablieren.  
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2 Ergebnisse 

Wie in Abschnitt 1.8.2 beschrieben, gilt die in vivo Infektion von Enten im Gegensatz zur in 

vitro Infektion von primären Leberzellkulturen als höchst effizient. Um diese weitläufige 

Meinung zu verifizieren und genauere Einblicke in die beiden Infektionssysteme zu erhalten, 

wurden diese im Folgenden charakterisiert. Mit Hilfe dieser Untersuchungen sollten Faktoren 

identifiziert werden, die zu dieser Diskrepanz führen.  

2.1 Charakterisierung der DHBV-Infektion in vivo 

In diesem Abschnitt wurde die Kinetik der Aufnahme von Viren aus dem Inokulum, die 

Anzahl der primär infizierten Zellen und die Ausbreitung der DHBV-Infektion in der Ente 

untersucht. Hierzu wurden einen Tag alte Entenküken mit DHBV-haltigem Entenserum 

infiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten Serum und Leber entnommen (siehe Kapitel 

4.2.1.1). Die Messung der Virusgenome in Blut und Leber erfolgte mittels real-time PCR. 

Teilfragen, die hierdurch beantwortet werden sollten, waren, wie lange die Viren des 

Inokulums im Blut zirkulieren und nach welcher Zeit sie in der Leber detektiert werden 

können. Eine weitere Frage, die sich daraus ergab, war, wie viele der Viren in der Leber eine 

produktive Infektion initiieren.  

2.1.1 Etablierung der quantitativen PCR zur Messung von DHBV-DNA in Serum und 

Leber infizierter Entenküken 

Bisher angewandte Methoden zur Quantifizierung viraler DNA in infizierten Versuchstieren, 

wie zum Beispiel der Southernblot, sind nicht in der Lage, weniger als 106-107 DHBV-

Genome pro ml Serum zu detektieren (Ganem and Prince, 2004). Um den für diese Arbeit 

notwendigen Sensitivitätsbereich zu erreichen, war es notwendig, eine sensitivere Methode zu 

etablieren. Mit Hilfe der quantitativen real-time PCR konnte hiermit der Weg der injizierten 

Viren im Versuchstier verfolgt werden.  

Zur Messung der Anzahl der DHBV-Genome wurden DHBV-spezifische Oligonukleotide 

verwendet, durch die in der PCR ein 202 bp großes Fragment amplifiziert wurde. Die 

Quantifizierung erfolgte durch Detektion des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green I, der nach 

Bindung an doppelsträngige DNA fluoresziert. In Testläufen mit einer Verdünnungsreihe 

eines linearisierten Genom-haltigen Plasmids, wurde die für die PCR-Reaktion benötigte 

Primerkonzentration ermittelt. Dieses Plasmid wurde in allen PCR-Reaktionen als Standard 
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mitgeführt. Um einen möglichst zuverlässigen Messwert der Proben ohne intrinsische 

Inhibition durch das Gewebe in der quantitativen PCR zu erhalten, wurden die inhibierenden 

Leber- bzw. Serummengen ermittelt. Hierzu wurden Proben aus einer experimentell 

infizierten Ente drei Tage nach Infektion und einem endogen DHBV-infizierten Versuchstier 

analysiert. DNA wurde aus Serum und Leber extrahiert und in steigenden Mengen in die 

quantitative PCR eingesetzt (siehe Abschnitt 4.2.7). Abb. 2.1 zeigt, dass das Serum im 

getesteten Bereich das DNA Signal nicht inhibierte, während mehr als 25 µg Lebergewebe 

pro PCR-Ansatz das Signal quenchte. Aufgrund dieser Daten wurde im Folgenden die 

extrahierte DNA äquivalent zu 1 µl Serum bzw. 25 µg Lebergewebe pro PCR-Reaktion 

eingesetzt. Zusätzlich wurde durch Zumischen von DHBV Plasmid DNA zu negativen 

Gewebeproben bestätigt, dass mit diesen verwendeten Gewebemengen die DNA Messung in 

der qPCR nicht beeinträchtigt wird (Daten nicht gezeigt). Mit diesem Ansatz wurde im Blut 

eine Sensitivität von etwa 1×105 VP/ml und in der Leber von etwa 1×106 VP/g erreicht.  

 

Abb. 2.1 Nachweis von DHBV-DNA in Serum und Leber in Abhängigkeit von der Menge der Probe pro 
PCR-Reaktion  
DNA wurde aus Serum und Leber eines experimentell mit 5×108VP infizierten (Tag 3 p.i.) und eines endogen 
DHBV-infizierten (end. pos.) Versuchstieres extrahiert und entsprechend der im Diagramm angegebenen 
Mengen in der quantitativen PCR eingesetzt und analysiert. Die Anzahl der gemessenen DHBV-Genome wurde 
für die Serumproben in ml bzw. für die Leberproben in g umgerechnet. n.d., nicht detektierbar.  

2.1.2 Schnelle Reduktion des Virustiters im Blut 

Um zu untersuchen, wie lange das Virusinokulum im Blut des Versuchstieres zirkuliert, 

wurde die Menge der im Blut vorhandenen Viruspartikel (VP, gemessen als DHBV-Genome) 
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zu unterschiedlichen Zeitpunkten (5 bis 120 Minuten) nach Inokulation von 5×108 VP pro 

Versuchstier mittels quantitativer PCR gemessen. Pro Zeitwert wurden drei bis sechs 

Versuchstiere und pro Tier zwei frisch präparierte DNA-Proben aus dem Serum und aus der 

Leber analysiert (siehe Kapitel 4.2.1.1 und 4.2.7).  

Tabelle 2.1 Verteilung von DHBV-DNA aus dem Inokulum (5×108 VP/Versuchstier) in Blut und Leber 
 Blut a Leber d 
  

 
Zeit p.i. Ente 

 
DHBV-

Genome  
pro Tier b   

DHBV-
Genome  
pro Tier e   

(min) Nr. 
 (x 106)  

Anteil des 
Inokulums 

(%) c 
 (×106)  

Anteil des 
Inokulums  

(%) f 
 

           
5 75  5,75  1%  215,10  43%  
 76  17,62  4%  189,92  38%  
 77  64,43  13%  206,32  41%  
           

15 78  5,22  1%  95,83  19%  
 79  7,53  2%  96,95  19%  
 80  1,96  <1%  89,08  18%  
 36  65,82  13%  190,65  38%  
 37  22,49  4%  210,52  42%  
           

30 81  1,96  <1%  11,62  2%  
 82  11,18  2%  11,75  2%  
 83  3,43  1%  7,47  1%  
           

60 84  3,47  1%  70,40  14%  
 85  8,35  2%  34,85  7%  
 86  4,12  1%  4,04  1%  
           

120 38  6,20  1%  15,82  3%  
 39  3,77  1%  7,86  2%  
 54  14,10  3%  4,27  1%  
 55  13,85  3%  9,81  2%  
 57  11,70  2%  7,37  1%  
 58  14,53  3%  33,26  7%  

a Detektionsgrenze in qPCR lag bei 1×105 VP/ml 
b Blutvolumen (3 ml) wurde mit 6% des Körpergewichts (durchschnittlich 50 g) veranschlagt 
c Berechnung: (Anzahl der Virusgenome im Blut pro Versuchstier) / (5,0×108)  
d Detektionsgrenze in qPCR lag bei 1×106 VP/g  
e Masse der Leber (2 g) wurde mit 4-5% des Körpergewichts (durchschnittlich 50 g) veranschlagt  
f Berechnung: (Anzahl der Virusgenome in der Leber pro Versuchstier) / (5,0×108) 

Wie in Tabelle 2.1 gezeigt, schwankten die Messwerte von Tier zu Tier innerhalb der ersten 

15 Minuten deutlich. Innerhalb von fünf Minuten wurden im Serum zwischen 5,75×106  und 

64,43×106 Virusgenome gemessen, nach 15 Minuten zwischen 1,96×106  und 65,82×106 VP. 
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Ab dem 30 Minuten Zeitwert wurde innerhalb der nächsten Stunden eine relativ konstant 

niedrige Virusmenge gemessen, die zwischen 1,96×106  und 14,53×106 VP lag.  

Rechnet man diese Messwerte im Blut auf den Anteil des Virusinokulums um, so liegt dieser 

durchschnittlich bei 3,0±0,8%. Dieses Ergebnis zeigte, dass das Blut schnell vom 

Virusinokulum geklärt wurde, da zu keinem Zeitpunkt nach Injektion relevante Mengen des 

Inokulums im Blut detektiert wurden. 

2.1.3 Die Aufnahme eines großen Teils des Virusinokulums in die Leber erfolgt 

innerhalb von Minuten, ist jedoch begleitet von einem schnellen Verschwinden 

der leberassoziierten Viren 

Um die Frage zu klären, wie schnell das Virusinokulum (5×108 VP) von der Leber 

aufgenommen wird, wurden leberassoziierte Viren aus drei bis sechs Versuchstieren pro 

Zeitwert (vergleiche Kapitel 2.1.2) und pro Tier aus jeweils zwei bis sechs verschiedenen 

Leberstücken mittels qPCR quantifiziert (siehe Kapitel 4.2.7).  

Wie in Tabelle 2.1 gezeigt, wurden bereits nach fünf Minuten in der Leber aller drei 

untersuchten Enten 189,92×106 bis 215,10×106 Virusgenome (entspricht 38-43% des 

Inokulums) detektiert. Nach 15 Minuten wurden zwischen 89,08×106 und 210,52×106 

Virusgenome gemessen (entspricht 18-42% des Inokulums). Die Menge der leberassoziierten 

Virusgenome sank ab dem 30 Minuten Zeitwert auf durchschnittlich 18,2±5,6×106 VP 

(entspricht 3,6±1,1% des Inokulums).  

Hieraus kann geschlossen werden, dass die Viren aus dem Inokulum sehr schnell (innerhalb 

von fünf Minuten) und effizient (40%) in die Leber aufgenommen werden. Schon nach 30 

Minuten aber konnten nur noch 10% der anfänglich leberassoziierten Viren in der Leber 

nachgewiesen werden. Daraus folgt, dass innerhalb von 30 Minuten 90% der leberassoziierten 

Viren verschwinden. Im Schnitt verblieben nur etwa 4% des Virusinokulums innerhalb der 

ersten zwei Stunden in der Leber.  

Es stellte sich daher die Frage, wo sich die fehlenden 90% der anfangs leberassoziierten 

Viruspartikel befinden, da keine ansteigenden Titer im Serum nachgewiesen werden konnten. 

Eine Möglichkeit könnte sein, dass die Viren in der Leber schnell abgebaut wurden. 
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2.1.4 Die in vivo Infektion ist ein 2-Schritt-Prozess: langsam und ineffizient in der 

ersten Infektionsrunde, schnell und synchron in der Sekundärinfektionen 

In den nachfolgenden Experimenten sollte die Infektion über einen längeren Zeitraum weiter 

verfolgt werden, um die Etablierung und den Verlauf der Infektion zu untersuchen.  

2.1.4.1 Zwei Tage nach Inokulation steigt der Virustiter sowohl in der Leber als auch 

im Serum der Versuchstiere exponentiell an 

Betrachtet man die Kinetik der Virustiter analog zu den Kapiteln 2.1.2 und 2.1.3 ab einem 

Zeitpunkt von sechs Stunden nach Inokulation, zeigt sich, dass nach einem Absinken der 

initial leberassoziierten DHBV-DNA von 40% des Inokulums auf 4%, die in der Leber 

detektierte Viruspartikelzahl innerhalb der ersten 24 Stunden nicht weiter abnahm. 

Schwankungen zwischen den einzelnen Zeitwerten reflektieren die Variationen zwischen den 

einzelnen Versuchstieren. Ab dem 24 Stunden Zeitwert stieg die Anzahl der Viren in der 

Leber um drei Zehnerpotenzen an und erst verzögert nach 30 Stunden im Serum um eine 

Zehnerpotenz (vergleiche Abb. 2.2). Die Originaldaten der einzelnen Versuchstiere aus der 

quantitativen PCR sind im Anhang aufgelistet (siehe Abschnitt 5).  

Daraus lässt sich schließen, dass innerhalb des zweiten Tages nach Infektion die Replikation 

der Viren in der Leber und erst verzögert im Blut detektierbar wird. 

 
Abb. 2.2 Verlauf der DHBV-Infektion in Blut und Leber infizierter Enten  
Einen Tag alte Entenküken, die mit 5×108 VP infiziert wurden, wurden zum angegebenen Zeitpunkt getötet und 
Serum- bzw. Leberproben entnommen. DNA aus jeweils mindestens vier Proben Serum (je 10 µl) bzw. Leber 
(50-60 mg) wurden mittels Phenol/Chloroform extrahiert und DNA entsprechend 25 µg Lebergewebe bzw. 1 µl 
Serum pro PCR Reaktion eingesetzt und die Anzahl der DHBV-Genome in der quantitativen PCR gemessen. 
Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Enten pro Zeitwert an. Detektionslimit Blut ~1×105 VP/ml, 
Leber ~1×106 VP/g.  
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2.1.4.2 Immunhistologische Untersuchungen zeigen bereits an Tag 1 nach Inokulation 

infizierte Zellen, die sich ab Tag 3 zu Infektionsinseln ausbreiten 

Ausgehend von den Ergebnissen in 2.1.3, in denen gezeigt werden konnte, dass nur etwa 4% 

der Viren aus dem Inokulum in der Leber persistierten, sollte im Folgenden untersucht 

werden, wie viele dieser Viren in der Lage waren, während der ersten Infektionsrunde eine 

produktive Infektion zu setzen. 

Um die Effizienz der Primärinfektion in der Leber zu untersuchen, wurden Leberproben von 

infizierten Enten von Tag 1 bis Tag 7 immunhistologisch durch Nachweis der Expression des 

DHBV core-Proteins (DHBc) im Zytoplasma analysiert. Die histologische Untersuchung des 

Lebergewebes der einzelnen Tiere zeigte keinerlei zytopathische Veränderungen. Eine 

DHBV-Infektion konnte nur in Hepatozyten, nicht in Nichtparenchymzellen detektiert 

werden. Die infizierten Zellen waren zu frühen Zeitpunkten nach Inokulation (Tag 1 und 2) 

vereinzelt und gleichmäßig in der Leber verteilt. Es gab keine Hinweise auf eine bevorzugte 

periportale oder perizentrale Lokalisierung der infizierten Zellen (siehe Abb. 2.3). Abb. 2.3 

zeigt weiterhin das Auftreten DHBc-positiver Zellen in Abhängigkeit von der Zeit nach der 

Infektion. 

DHBc-positive Zellen wurden gezählt und als Prozentsatz aller Hepatozyten dargestellt. Wie 

in Tabelle 2.2 gezeigt, variierte der Beginn der detektierbaren Infektion zwischen den 

einzelnen Tieren. Die ersten DHBc-positiven Zellen konnten bereits nach 24 Stunden in drei 

von fünf Tieren detektiert werden. Nur ein sehr geringer Anteil der Hepatozyten war 

24 Stunden nach Infektion DHBc-positiv. Die Anzahl der DHBc-positiven Zellen nahm mit 

der Zeit zu. Nach 48 Stunden waren in der Mehrzahl der Versuchstiere (sechs von neun) 0,1-

4% der Zellen DHBc-positiv. An Tag 3 nach Infektion wurden bei fünf von sieben Tieren 

infizierte Zellen detektiert. Bei zwei Tieren wurden DHBc-positive Zellen als Einzelzellen 

und in kleinen Gruppen von bis zu acht Zellen gefunden (siehe Abb. 2.3 A). Letztere sind 

vermutlich das Ergebnis einer Kombination von Ausbreitung von Nachkommenviren, nicht 

ausschließlich auf benachbarte sondern auch auf weiter entfernte Zellen, sowie verzögerter 

Primärinfektionen. In zwei weiteren Tieren waren 5-6% der Zellen infiziert, die DHBc-

positiven Zellen lagen hier weitgehend vereinzelt oder in Dubletten oder Tripletten vor. Dies 

deutet daraufhin, dass die Ausbreitung von Nachkommenviren noch nicht oder nur in 

geringem Maße stattgefunden hat. In einer Ente waren nur etwa 0,8% der Zellen infiziert, was 

auf eine verzögerte Initiation der Primärinfektion hinweist. Nach sieben Tagen waren in den 

zu diesem Zeitpunkt untersuchten Tieren mehr als 90% der Zellen DHBc-positiv. 



Ergebnisse
 

30 

Diese Kinetik spiegelt sich auch in dem DHBc-Westernblot (Abb. 2.3 B) wieder. Innerhalb 

der ersten drei Tage nach Infektion waren nur geringe Mengen DHBc detektierbar, an Tag 7 

war die Expression deutlich erhöht. 

Die Kinetik des Auftretens DHBc-positiver Zellen weist daraufhin, dass der Verlauf der 

Infektion innerhalb der ersten sieben Tage in zwei Phasen gegliedert ist. Die erste 

Infektionsrunde ist gekennzeichnet durch eine geringe Anzahl infizierter Zellen, die vereinzelt 

in der Leber vorliegen und deren Zahl nur langsam ansteigt. Dieser ersten Phase folgt, 

vermutlich teilweise überlappend, die zweite Infektionsrunde, bei der eine schnelle 

Ausbreitung durch Nachkommenviren infizierter Zellen über die ganze Leber relativ synchron 

erfolgt.  

Ungeklärt bleibt, warum in einigen Versuchstieren bis zu Tag 4 keine detektierbare Anzahl 

DHBc-positiver Zellen nachweisbar war trotz nachweisbarem Virustiter im Blut. Es existieren 

verschiedene Möglichkeiten: (i) die Infektion könnte stark verzögert sein, (ii) die Infektion 

konnte sich nicht etablieren, (iii) die Viren konnten nicht zu den Hepatozyten vordringen, 

abgefangen durch die Barriere aus Endothelzellen, oder (iv) die virale DNA konnte nicht in 

den Kern der Hepatozyte gelangen. Auch möglich ist, dass (v) kein Virus dauerhaft in der 

Leber persistierte, um eine Infektion zu setzen.  
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Abb. 2.3 Detektion von DHBV core-Protein in Leberschnitten und Leberlysaten infizierter Eintagsküken 
(A) Immunhistochemische Detektion von DHBc in Paraformaldehyd-fixierten und Paraffin-eingebetteten 
Leberschnitten von Versuchstieren, die mit 5×108 VP infiziert und zum angegebenen Zeitpunkt nach Infektion 
getötet wurden. DHBc wurde in den Leberschnitten durch indirekte Immunperoxidase-Färbung mit einem 
polyklonalen Antiserum (D087) detektiert. Die Kerne wurden mit Hämatoxylin gefärbt. Gezeigt sind für jeden 
Zeitpunkt repräsentative Gewebeschnitte. (200-fache Vergrößerung) (B) Westernblot-Analyse von DHBc der zu 
(A) entsprechenden Lebern erfolgte nach Auftrennung in einem 12,5%igen SDS-PAG. Spur 5 zeigt die 
persistent infizierte (endogen DHBV-positive) Leber einer neun Tage alten Ente als Positivkontrolle.  
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Tabelle 2.2 Kinetik der DHBV-Infektion 
Zeit p.i. a Ente  % DHBc pos.   Zeit p.i. a Ente % DHBc pos. 

(h) Nr.  Hepatozyten b   (h) Nr. Hepatozyten b

24 32   0,2-0,3   72 24  5,0-6,0 
 33   0,2    25  5,0-6,0 
 19   0,1-0,2    17  7,0-10,0 
 40   <0,01    23  <0,01 
 41   <0,01    24  <0,01 
       26  0,5-1,0 

30 42   <0,01    46  10,0 
 44   <0,01       
      96 29  <0,01 

36 64   <0,01    21  0,5-1,0 
 65   <0,01       
 66   1,0-1,5   7 Tage 28  >90-95 
       17  >95 

48 26   0,1-0,2        
 18   0,5-1,0        
 21   2,0-3,0        
 22   <0,01        
 43   2,0-3,0        
 67   2,0-3,0        
 69   <0,01        
 70   <0,01        
 71   3,0-4,0         

a Eintagsküken wurden mit 5×108 VP infiziert und zum angegebenen Zeitpunkt nach Infektion getötet 
b DHBc wurde in PFA-fixiertem Lebergewebe mittels Immunperoxidase-Technik detektiert.  

Die Entstehung von Infektionsinseln wird vermutlich begünstigt durch die lokal erhöhte 

Konzentration der Nachkommenviren ausgehend von einer produktiv infizierten Hepatozyte 

der ersten Infektionsrunde. Oft wurden Infektionsinseln beobachtet, bei denen eine zentrale 

Zelle deutlich stärker antigengefärbt war als die umgebenden Zellen (siehe Abb. 2.4). Diese 

Beobachtung schließt weitgehend aus, dass die Infektionsinseln durch Teilung einer 

infizierten Hepatozyte, sondern vielmehr durch Freisetzung von Nachkommenviren und 

nachfolgender Infektion entstanden. Es kann jedoch nicht vollständig ausgeschlossen werden, 

dass die DHBc-Expression in den Hepatozyten einer Infektionsinsel nach Teilung der Zellen 

unterschiedlich stark war. 
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Abb. 2.4 Infektionsinseln DHBc-positiver Zellen an Tag 3 p.i..  
Immunhistochemie einer Leber eines infizierten Versuchstieres an Tag 3 p.i.. In der Vergrößerung des 
Übersichtsbildes ist eine Gruppe infizierter Zellen zu erkennen. Die zentrale Zelle ist deutlich stärker gefärbt als 
die umliegenden. (100-fache bzw. 400-fache Vergrößerung)  

 

Um die eingangs gestellte Frage nach der Infektionseffizienz der persistierenden Viren zu 

beantworten, wurde im Folgenden die Anzahl der in der Leber verbleibenden Viren, 1,8×107 

VP pro Leber (siehe Absatz 2.1.3), mit 2×108 Hepatozyten pro Leber verrechnet. Dies würde, 

unter der Annahme, dass jedes einzelne Virus eine Zelle infiziert, bedeuten, dass 10% aller 

Hepatozyten infiziert werden könnten. Vergleicht man dies mit den Ergebnissen der 

Immunhistologie, bei der an Tag 2 durchschnittlich 1-2% der Zellen infiziert waren, so lässt 

sich daraus schließen, dass etwa jedes fünfte bis zehnte persistierende Virus zu einer 

produktiven Infektion führt. Diese Zahl liegt möglicherweise unter dem realen Wert, da 

verzögert infizierte Zellen nach Tag 2 nicht berücksichtigt werden können, da eine 

Überlagerung durch infizierte Zellen aus Sekundärrunden erfolgte . 

400x 

100x 
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2.2 Charakterisierung der DHBV-Infektion in vitro 

In diesem Teil der Arbeit wurde die Kinetik der Zellassoziation inokulierter Viren, die Anzahl 

der anfänglich infizierten Zellen und die Ausbreitung der DHBV-Infektion in der primären 

Leberzellkultur analog zu den in vivo Experimenten untersucht. Das in vitro System bietet 

gegenüber dem in vivo Infektionssystem den Vorteil, Versuche unter definierten 

Versuchsbedingungen durchführen zu können. Es bietet daher die Möglichkeit, die offene 

Frage aus Kapitel 2.1.3 nach dem Verbleib der verschwundenen Viren zu beantworten. 

Hierzu wurden PDHs (1×106 Zellen pro Schale) aus DHBV-negativ getesteten Enten mit 

DHBV-haltigem Entenserum (DHBV-wt) (1×108 VP/pro Schale, entspricht 100 VP/Zelle) 

infiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten auf Zellassoziation, Degradation und Infektion 

getestet. Das Verhältnis von Viren zu Zellen lag damit im Vergleich zu den in vivo 

Experimenten um einen Faktor 40 höher. Teilfragen, die durch Messung der Virusgenome im 

Kulturmedium und in den primären Leberzellen mittels real-time PCR beantwortet werden 

sollten, waren, wie schnell und effizient die Zellassoziation der Viren an PDHs erfolgte. Eine 

weitere Frage, die sich daraus ergab, war, wie viele dieser Viren in der Zellkultur eine 

produktive Infektion initiieren.  

2.2.1 Die Zellassoziation von DHBV in vitro an PDHs ist langsam und ineffizient 

Voraussetzung für die Untersuchungen der einzelnen Bindungs- und Infektionsschritte war 

die Dauer der Inokulation so zu wählen, dass innerhalb einer möglichst kurzen Zeit eine 

maximale Anzahl von Viren an die Zellen bindet, um die Experimente der in vitro 

Untersuchungen den in vivo Versuchen anzupassen. 

PDHs wurden nach Standardprotokoll für unterschiedliche Zeitpunkte mit DHBV-wt 

inokuliert (siehe Kapitel 4.2.6). Die Anzahl der im Kulturmedium und mit Zellen assoziierten 

DNA-haltigen Viruspartikel wurde nach verschiedenen Inkubationszeiten durch quantitative 

PCR nach Standardprotokoll bestimmt (siehe Kapitel 4.2.7). 

Wie in Abb. 2.5 A gezeigt, stieg die Zahl der zellassoziierten Viruspartikel proportional mit 

der Inkubationszeit von 2,3% des Inputs nach 45 Minuten auf 9,2% nach drei Stunden an, in 

Abb. 2.5 B war ein Anstieg von 3,1% des Inokulums nach 1,5 Stunden auf 28,8% nach 24 

Stunden zu beobachten. Für alle nachfolgenden Experimente wurde aufgrund dieser Daten 

eine Inokulationsdauer von drei Stunden gewählt, da, um eine wesentlich höhere 

Zellassoziation zu erreichen, die Zellen wesentlich länger mit dem Virusinokulum hätten 



Ergebnisse
 

35 

inkubiert werden müssen. Diese längere Inkubationszeit ist versuchsbedingt nicht sinnvoll, da 

die Untersuchung einer Degradation zellassoziierter Viruspartikel nach 24 Stunden bereits 

durch Replikation der Viren überlagert werden könnte. 

 

Abb. 2.5 Kinetik der Zellassoziation von DHBV in vitro  
In zwei unabhängigen Experimenten (A und B) wurden PDH-Kulturen bei 37 °C mit 1×108 VP (DHBV-wt) für 
unterschiedliche Zeitpunkte inokuliert. Für die Messung in der quantitativen PCR wurde von je drei Schalen das 
Medium gesammelt und Zellen lysiert. Die Zahl der DHBV-Genome wurde nach Extraktion der DNA mittels 
Phenol/Chloroform in der qPCR gemessen. (A) Nach 0,75 h waren 2,3%, 1,5 h 3,2% und 3 h 9,2% des 
Inokulums zellassoziiert, (B) 1,5 h 3,1%, 6 h 11,25% und 24 h 28,8%. Die Fehlerbalken entsprechen der 
Standardabweichung aus drei unabhängigen Werten.  

Um die Stabilität der Zellassoziation der Viren zu kontrollieren, wurde in einem Versuch der 

Anteil der gebundenen Viren bestimmt, der durch Waschen mit PBS wieder entfernt werden 

konnte. Tabelle 2.3 zeigt, dass nach drei Stunden 1% des Inputs, entsprechend 10% der 

zellassoziierten Viren, durch den Waschschritt entfernt wurden. Daraus lässt sich schließen, 

dass 90% der zellassoziierten Viren stabil gebunden sind und durch Waschen nicht mehr von 

den Zellen losgelöst werden können.  

Tabelle 2.3 Anteil der Viren des Inokulums in Medium, Waschpuffer und an Zellen 
 DHBV-Genome pro Schale (×106) a 
 Inokulationsdauer (h) 
 

Input 
      1,5 h        (% Input)       3 h        (% Input) 

 51,4 (±0,82)   
Medium    44,3 (±1,07)   (86,19%)   42,8 (±1,82)   (83,27%) 

Wasch/PBS    0,35 (±0,13)    (0,68%)   0,48 (±0,07)    (0,93%) 
zellassoziiert    3,27 (±0,16)    (6,36%)   5,43 (±1,17)   (10,56%) 
a quantitative PCR Analyse, () Standardabweichung aus drei unabhängigen Infektionen 
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2.2.2 Zellassoziierte Viruspartikel werden in Leberzellkulturen degradiert 

Im in vivo Infektionssystem konnte beobachtet werden, dass bereits 30 Minuten nach 

Inokulation etwa 90% der anfänglich leberassoziierten Viren nicht mehr detektierbar waren 

(vgl. Kapitel 2.1.3). Da sich auch keine signifikanten Mengen von Viren im Blut befanden, 

wurde vermutet, dass die leberassoziierten Viruspartikel einer Degradation unterlagen. Wie 

eingangs erläutert, bietet das in vitro System die Möglichkeit, dieser Vermutung 

nachzugehen. Im Folgenden sollte daher untersucht werden, ob auch hier ein Verlust bereits 

zellassoziierter Viren detektiert werden kann.  

Dazu wurden PDHs nach Standardprotokoll mit DHBV-wt für drei Stunden inokuliert, 

anschließend einmal mit PBS gewaschen und frisches Medium zugegeben. Zu verschiedenen 

Zeitpunkten wurde die Anzahl der DNA-haltigen Viruspartikel im Medium und in den Zellen 

mittels quantitativer PCR gemessen (siehe Kapitel 4.2.6 und 4.2.7).  

Wie in Abb. 2.6 gezeigt, sank die Anzahl der zellassoziierten Viren von 8,8% des Inokulums 

innerhalb von sechs Stunden auf 0,9% ab, dies bedeutet einen Verlust von 89% der 

zellassoziierten Viren in der gemessenen Zeitspanne.  

Die im Medium detektierte Anzahl von DHBV-DNA lag nach dem Mediumwechsel zu jedem 

Zeitpunkt unter 0,5% des Inokulums, was darauf hinweist, dass keine wesentliche 

Virusabgabe der Zellen an das Medium statt fand. In Kapitel 2.2.1 wurde gezeigt, dass durch 

den Waschschritt nur ein geringer Anteil der Viren aus dem Inokulum entfernt wird. 

Zusammen kann dies nicht den hohen Verlust von 89% der zellassoziierten Viren erklären 

und lässt damit den Schluss zu, dass der Verlust von zellassoziierter DHBV-DNA nur durch 

Degradation in den Zellen hervorgerufen werden kann.  
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Abb. 2.6 Degradation zellassoziierter Virusgenome 
PDH-Kulturen wurden bei 37 °C mit 1×108 VP (DHBV-wt) inokuliert. Nach drei Stunden wurde bei einem Teil 
der Kulturen die Inokulation durch einen Waschschritt mit 1×PBS und Lyse der Zellen beendet, dieser Wert 
wurde als Zeitpunkt 0 definiert. Für die weiteren Werte wurde frisches Medium zu den Zellen gegeben und nach 
der angegebenen Zeit der Überstand gesammelt und die Zellen lysiert. Zellassoziierte bzw. freie Viren im 
Kulturmedium wurden in der quantitativen PCR analysiert. Die Fehlerbalken repräsentieren die Abweichung aus 
drei unabhängigen Infektionen innerhalb eines Experiments.  

Abhängig von den PDH-Chargen variierte in analogen Experimenten mit gleicher 

Viruskonzentration der Anteil zellassoziierter Viren von 3-10% des Inokulums und 

nachfolgend die Degradation zwischen 40-90%. Mögliche Einflüsse, die diese Variationen 

bedingen, können (i) der Zustand der Zellen, (ii) der Grad der Kontamination mit 

Nichtparenchymzellen oder (iii) das Alter der PDH-Kultur zum Zeitpunkt des 

Versuchsbeginns sein. 

2.2.3 DHBV-DNA und das virale L-Proteins werden gleichermaßen abgebaut 

Es stellte sich im Folgenden die Frage, ob die beobachtete Degradation nur auf die virale 

DNA beschränkt ist oder auch die Gesamtheit der viralen Partikel (Virionen und leere, 

subvirale Partikel (SVPs)) dem Abbau unterworfen sind. Die SVPs liegen im Serum in etwa 

1000-fachem Überschuss vor und sind den Virionen in Größe und Zusammensetzung der 

Oberflächenproteine sehr ähnlich (Mason et al., 1980; McCaul et al., 1985). Da SVPs 

vergleichbar gut an Zellen binden (Klingmuller and Schaller, 1993), dienten sie im folgenden 

Versuch dazu, das „Schicksal“ des Oberflächenproteins L exemplarisch für alle Virusproteine 

im viralen Kontext nach Zellassoziation zu untersuchen.  

PDHs wurden nach Standardprotokoll mit DHBV-wt inokuliert. Direkt nach Inokulation 

sowie sechs Stunden und vier Tage später wurden die Zellen lysiert und die Menge des L-

Proteins durch SDS-PAGE und Westernblot bestimmt (siehe Kapitel 4.2.6 und 4.2.6). Eine 

serielle Verdünnungsreihe des DHBV-positiven Entenserums wurde als Referenz mitgeführt. 
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Abb. 2.7 zeigt, dass die Menge des anfangs zellassoziierten L-Proteins (0) nach sechs Stunden 

mehr als 8-fach reduziert war. Dies spiegelt die Ergebnisse aus Kapitel 2.2.2 wieder, dort 

wurde nach sechs Stunden eine 10-fache Reduktion der viralen DNA nachgewiesen. Die 

Vermutung liegt daher nahe, dass die Degradation des L-Proteins und der DHBV-DNA im 

gleichen subzellulären Kompartiment erfolgt.  

 

Abb. 2.7 Degradation des L-Proteins verläuft parallel mit der Degradation von Virusgenomen  
Der anti-preS Westernblot zeigt die an die PDH-Kultur gebundenen Viruspartikel (SVPs). Die Zellen wurden 
standardmäßig drei Stunden mit 1×108 VP (~1×1011 SVP) inokuliert und dies als Ausgangswert 0 definiert. 
Danach wurde frisches Medium zugegeben und nach sechs Stunden bzw. vier Tagen wurden die Zellen lysiert 
(jeweils zwei Schalen). Die Proteine wurden in einem 12,5%igen SDS-PAG aufgetrennt und im Westernblot mit 
dem polyklonalen anti-preS Antiserum D084 sowie einem monoklonalen anti-β-actin Antikörper mit dem Li-cor 
System analysiert. Als Referenz wurde eine Titrationsreihe von Serum in negativem PDH-Zelllysat aufgetragen. 
Die SVP-Konzentration wurde aus dem ermittelten DHBV DNA-Gehalt des Serums abgeschätzt (Annahme von 
1000 SVPs/Virion). Std., Standard.  

2.2.4 Die persistierenden Viren des Inokulums sind hochinfektiös  

Ziel des folgenden Versuches war es, den Verlauf der DHBV-Infektion in vitro zu 

charakterisieren, um diese mit der in vivo Infektion zu vergleichen. Es sollte mittels 

Immunfluoreszenzanalyse untersucht werden, ab welchem Zeitpunkt die ersten Zellen 

deutlich im Zytoplasma DHBV core-Protein exprimierten und ab wann eine Ausbreitung der 

Nachkommenviren erfolgt. Des Weiteren stellte sich die Frage, welcher Anteil der in Kapitel 

2.2.2 beschriebenen stabil zellassoziierten Viren in der Lage ist, eine produktive Infektion zu 

setzen. Hierzu wurde die Anzahl dieser persistierenden Viren in der quantitativen PCR 

bestimmt und mit der Anzahl der infizierten Zellen vier Tage nach Inokulation korreliert.  

Dazu wurden PDHs nach Standardprotokoll mit DHBV-wt für drei Stunden inokuliert. Die 

PDHs wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion für die 
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Immunfluoreszenzanalyse des DHBV core-Proteins fixiert bzw. für die PCR-Analyse lysiert 

(siehe Kapitel 4.2.6 und 4.2.7). 

In der Immunfluoreszenz (s. Abb. 2.8 A) war an Tag 1 p.i. noch kein Signal detektierbar, auch 

an Tag 2 war DHBc nur in Form kleiner Punkte (nuclear core bodies, NCBs (Mabit et al., 

2003)) im Kern lokalisiert (nicht gezeigt). Die ersten deutlich im Zytoplasma DHBc-positiven 

Zellen waren an Tag 3 detektierbar (5% der Zellen). Die Anzahl der Zellen stieg bereits an 

Tag 4 auf etwa 8% der Hepatozyten an. An Tag 6 waren etwa 14% der Zellen infiziert, wobei 

ab diesem Zeitpunkt die Ausbreitung der Infektion auf Nachbarzellen in Form von 

Infektionsinseln beobachtet wurde, was auf die Produktion von Nachkommenviren und deren 

Ausbreitung hindeutet. An Tag 8 hatten sich diese Infektionsinseln weiter ausgedehnt, mehr 

als 20% der Zellen waren inzwischen infiziert. Die Kinetik der Infektion verlief nicht immer 

gleich und variierte von Präparation zu Präparation.  

Abb. 2.8 B zeigt die Daten der quantitativen PCR. Zum Zeitpunkt 0 waren 8,3% des Inputs 

(7,5×106 VP) zellassoziiert, bedingt durch den in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Abbau sank der 

Anteil dieser Viren innerhalb von 24 Stunden um 88%, d.h. nur etwa 12% der zellassoziierten 

Viren (9,2×105 VP) persistierten. Im weiteren Verlauf stieg die Zahl der intrazellulären 

DHBV-Genome auf 8,1×107 VP an Tag 3 an und blieb zwischen Tag 3 und 4 konstant. In den 

nächsten vier Tagen stieg die DNA Menge langsam von 3,62×108 an Tag 6 auf 6,52×108 

DHBV-Genome an Tag 8 an.  

Dieser schrittweise Anstieg korreliert mit der Zahl DHBc-positiver Zellen in der 

Immunfluoreszenz (siehe Abb. 2.8 A) und scheint einer 2-Stufen-Kinetik zu folgen, die die 

erste und zweite Infektionsrunde repräsentiert. Die Anzahl der Nachkommenviren im 

Kulturmedium übersteigt an Tag 8 die für die Infektion verwendete Viruspartikelzahl, es 

findet somit eine Netto-Synthese an Viren statt.  
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Abb. 2.8 Kinetik der DHBV-Infektion in primären Entenhepatozyten 
PDHs wurden mit je 9,0×107 VP DNA-haltigen Viruspartikeln für drei Stunden inokuliert. (A) Die Zellen 
wurden zum angegebenen Zeitpunkt fixiert und das DHBV core-Protein mittels Immunfärbung detektiert. Für 
jeden Zeitpunkt sind repräsentative Ausschnitte gezeigt. Die Zahlen geben den Tag nach Infektion (Tage p.i.) 
und den Prozentsatz infizierter Zellen (% inf.) an. Der Größenbalken entspricht 100 µm. (B) Zum angegebenen 
Zeitpunkt wurden die Überstände gesammelt und die Zellen lysiert. Die DHBV-DNA wurde nach Extraktion in 
der qPCR analysiert. Die Fehlerbalken repräsentieren die Abweichung aus zwei unabhängigen Infektionen. 

Um die eingangs gestellte Frage, wie viele der zellassoziierten Viren eine produktive 

Infektion auslösen, zu beantworten, wurde die Anzahl der persistierenden Viren an Tag 1 

(9,2×105 VP) mit der Zellzahl pro Schale (1×106) verrechnet. Unter der Annahme, dass ein 

Virus eine Zelle infiziert, kann aus den Ergebnissen geschlossen werden, dass etwa 90% der 

Zellen infiziert werden könnten. Wie oben beschrieben, konnten an Tag 4 nur 8% infizierte 

Zellen (0,8×105 Zellen) detektiert werden, die ausschließlich vereinzelt lagen, was darauf 

hinweist, dass noch keine Ausbreitung von Nachkommenviren statt gefunden hat. Dieses 

A 

B 
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Ergebnis zeigt, dass nahezu jedes zehnte persistierende Virus zu einer produktiven Infektion 

führte.  

2.3 Vergleichende Analyse der DHBV-Infektion in vivo und in vitro 

Im Folgenden soll ein Vergleich der beiden in den Abschnitten 2.1 und 2.2 untersuchten 

Infektionssysteme angestellt werden (dargestellt in Tabelle 2.4), um zu überprüfen, ob die 

Ansicht, dass die in vivo Infektion deutlich effizienter ist als die Infektion in vitro, noch 

Gültigkeit hat.  

Die Assoziation von Viren an Leberzellen gestaltet sich in vivo 150-mal effizienter. Während 

in vivo innerhalb von fünf Minuten 40% des Inokulums in der Leber detektierbar waren, 

konnten in vitro nach drei Stunden erst 10 % der Viruspartikel an den Zellen detektiert 

werden. Dies lässt sich zum größten Teil durch das relative Volumen pro Zelle erklären. Das 

Blutvolumen der Ente beträgt etwa 3 ml, in der Zellkultur werden die primären Leberzellen 

mit 0,5 ml überschichtet. Eine Leber besteht aus etwa 2×108 Zellen (siehe Kapitel 4.2.1), in 

einer Zellkulturschale befinden sich etwa 1×106 PDHs. Daraus ergibt sich ein relatives 

Volumen von 0,015 ml pro 106 Zellen in vivo und 0,5 ml pro 106 Zellen in vitro, was 

bedeutet, dass das relative Volumen in vivo 30-mal kleiner ist als in vitro und eine 

entsprechende Konzentration der Viren mit sich bringt. Da dieses unterschiedliche relative 

Volumen anscheinend eine große Rolle spielt, kann vermutet werden, dass die Zellassoziation 

von Viren ein diffusionsabhängiger Prozess ist. Des Weiteren verbessert die Blutzirkulation in 

vivo zusätzlich die Zellassoziation der Viren, da innerhalb kürzester Zeit eine große Menge 

Blut die Leber durchströmt und die Viren effektiv an die Zellen transportiert werden. Einen 

weiteren Vorteil in vivo bietet die dreidimensionale Leberarchitektur durch eine vergrößerte 

Oberfläche im Vergleich zur zweidimensionalen in vitro Kultur. 

Betrachtet man die Degradation, so lassen sich keine Unterschiede in den beiden 

Infektionssystem erkennen. Sowohl in vivo als auch in vitro werden 90 % der zellassoziierten 

Viren abgebaut. 

Auch bezüglich der Effizienz der Primärinfektion werden in Kapitel 2.1.4.2 und 2.2.4 keine 

großen Unterschiede sichtbar. In vivo kann jedes fünfte bis zehnte Virus eine produktive 

Infektion setzen, in vitro jedes zehnte. Der einzige Unterschied besteht darin, dass die 

Primärinfektion in vivo deutlich schneller beginnt. Bereits an Tag 1 konnten in den Lebern der 

untersuchten Enten DHBc positive Zellen nachgewiesen werden, was erst ab Tag 3 in der 

PDH-Kultur möglich war.  
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Bedingt durch die beschleunigte Primärinfektion in vivo erfolgte auch eine frühere Initiation 

der Sekundärinfektion, ausgelöst durch Infektion der umgebenden Zellen durch 

Nachkommenviren. In vivo konnten die Sekundärinfektionen an Tag 3, in vitro erst an Tag 5 

detektiert werden. Im Verlauf der Infektion wurde deutlich, dass in vivo bereits an Tag 7 die 

gesamte Leber infiziert war, was in vitro erst nach 10-14 Tagen erreicht werden konnte. Auch 

dieses Phänomen lässt sich leicht durch die dreidimensionale Leberarchitektur erklären, da 

hier im Vergleich zur zweidimensionalen in vitro Kultur eine anfänglich infizierte Zelle von 

einer wesentlich höheren Anzahl an Zellen umgeben ist.  

Obwohl Unterschiede im in vivo System im Vergleich zum in vitro System existieren, führen 

diese nicht dazu, die Infektion in vivo deutlich effizienter zu gestalten. Anhand dieser 

Ergebnisse kann das Dogma der effizienten Primärinfektion in vivo nicht bestätigt werden. 

 

Tabelle 2.4 Vergleich der Zellassoziation, Degradation und Infektion von DHBV in vivo und in vitro 
 in vivo in vitro 
 Zeit VP/Zelle Anteil Input Zeit VP/Zelle Anteil Input

Inokulum  2,5 100%  100 100% 
       

Zellassoziation  5 min 1 40% 3 h 10 10% 
 ist in vivo etwa 150× effizienter  
       

Degradation 30 min 0,1 4% 3 h 1-2 1-2% 
 etwa 90% der zellassoziierten VP 
       

Infektion Tag 2 1-2% 0,01 0,4 % Tag 4 10-20% 0,1-0,2 0,1 - 0,2 % 
 
 

1/ 10 der persistierenden Virusgenome  
initiieren eine produktive Infektion 
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2.4 Detaillierte Analyse der DHBV-Infektion in vitro unter Verwendung von 
rekombinanten Viren 

Bisher wurde mit Hilfe von DHBV-wt aus Entenserum die Infektion in vivo und in vitro 

verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass es zwischen den beiden Systemen keine großen 

Unterschiede in der Infektionseffizienz der persistierenden Viren gibt. Da in vivo 

mechanistische Untersuchungen nur erschwert möglich sind, wurden im folgenden Teil der 

Arbeit die Faktoren, die die frühen Schritte der DHBV-Infektion beeinflussen, nämlich die 

Zellassoziation und Degradation, in primären Leberzellkulturen der Ente untersucht.  

Um nur die frühen Schritte einer produktiven Infektion zu untersuchen, wurden zusätzlich zu 

DHBV-wt rekombinante Viren (rDHBV) zu Hilfe genommen. Durch den Austausch des Gens 

für das S-Protein gegen ein Reportergen wird gewährleistet, dass die Polymerase und die 

viralen Oberflächenproteine nicht mehr exprimiert und somit auch keine Nachkommenviren 

gebildet werden können. Dies ermöglicht die ausschließliche Untersuchung der 

Initialinfektion ohne Überlagerung durch Sekundärinfektionen und damit die Betrachtung der 

frühen Schritte der DHBV-Infektion. Des Weiteren ist es möglich, die Infektion in vitro direkt 

auf Einzelzellebene ohne aufwendige Färbemethoden zu quantifizieren.  

2.4.1 Rekombinante DHBV sind in der Infektiosität vergleichbar mit DHBV-wt 

Wie Protzer et al. zeigen konnten, sind rekombinante Viren, bei denen das Gen für das S-

Protein gegen das Gen für das Reporterprotein GFP (GFP, green fluorescent protein) 

ausgetauscht wurde, in der Lage, spezifisch Hepatozyten zu infizieren (Protzer et al., 1999). 

Die für diese Arbeit verwendeten rekombinanten Viren unterscheiden sich von den von 

Protzer et al. verwendeten Viren durch die Verwendung eines verkürzten internen CMV-

Promotors, der die Expression des rekombinanten Proteins reguliert (vergleiche Abb. 4.2) und 

somit eine schnellere und stärkere Expression des Transgens gewährleistet. Zusätzlich wurde 

ein weiterer rekombinanter Virustyp hergestellt, der anstelle von GFP für RFP (RFP, red 

fluorescent protein) kodiert (Scheirich, 2002).  

In einem ersten Schritt wurden die oben beschriebenen rekombinanten Viren DHBV-GFP und 

DHBV-RFP im Vergleich zu DHBV-wt auf Infektiosität getestet. Hierzu wurden PDHs mit 

jeweils der gleichen Anzahl von Viruspartikeln für 24 Stunden nach Standardprotokoll 

inokuliert (siehe Kapitel 4.2.6). Es konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen 

rekombinanten Viren und DHBV-wt in der Infektionseffizienz festgestellt werden (Abb. 2.9). 
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Daraus kann geschlossen werden, dass die Infektiosität von in LMH-Zellen produzierten 

Viren und virushaltigen Entenseren vergleichbar ist.  

 
Abb. 2.9 Die Infektiosität von DHBV-GFP, DHBV-RFP und wt-DHBV ist vergleichbar. 
PDHs wurden für 24 Stunden mit je 108 VP pro Schale (100 VP/Zelle) DHBV-GFP (A), DHBV-RFP (B) oder 
DHBV-wt aus Serum (C) inokuliert. Nach fünf Tagen wurden die mit DHBV-GFP oder -RFP infizierten Zellen, 
gemessen als Fluoreszenzprotein exprimierende Zellen, am inversen Fluoreszenzmikroskop ausgezählt. Zum 
Vergleich wurden die mit DHBV-wt infizierten Zellen nach drei Tagen fixiert und gegen DHBc mit einem 
polyklonalen Antiserum (D087) und Alexa488-konjugiertem Zweitantikörper immungefärbt und 
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die Aufnahmen stellen repräsentative Ausschnitte dar. (100-fache 
Vergrößerung) 

2.4.2 Pro Zelle wird durchschnittlich nur ein DHBV-Genom produktiv 

Mit dem folgenden Experiment sollte geklärt werden, wie viele Viren pro Zelle zu einer 

produktiven Infektion führen. Voraussetzung für diesen Ansatz ist eine Detektion der 

Expression der fluoreszierenden Proteine ausgehend von einem einzelnen Genom. Dies wurde 

in einem experimentellen Modellsystem für die DHBV-Infektion gezeigt, indem eine humane 

Hepatomazelllinie (HepG2) mit einer konstanten Mischung aus Plasmiden, die die 

rekombinanten DHBV-GFP und DHBV-RFP Genome enthielten, in absteigenden 

Konzentrationen transfiziert wurden. Zellen, die nur ein Plasmid aufgenommen haben, 

können von Zellen, die mehrere Plasmide aufgenommen haben, durch die Analyse der 

Fluoreszenz voneinander unterschieden werden. Zellen, die beide Fluoreszenzproteine 

exprimieren, erscheinen durch Überlagerung der Signale in der Bildverarbeitung gelb und 

können so von Zellen, die nur in einer Farbe fluoreszieren, also nur ein Genom aufgenommen 

haben, unterschieden werden. Wurden Plasmidmischungen in Standardmengen (1µg 

DNA/12-well Schale) transfiziert, konnten nur gelbe Zellen detektiert werden. Nach 

geeigneter Verdünnung waren schließlich vorwiegend grün oder rot fluoreszierende Zellen 

sichtbar, was auf die Expression der fluoreszierenden Proteine eines einzelnen DNA-

Moleküls zurückzuführen ist. Dies demonstrierte, dass die Expression eines 

Fluoreszenzproteins ausgehend von einem einzelnen Genom detektierbar ist (Scheirich, 

2002).  

Für den folgenden Versuch wurden PDH-Kulturen mit DHBV-GFP, DHBV-RFP oder einer 

Mischung infiziert. Hierfür wurden die Zellen mit jeweils etwa 100 Viruspartikeln pro Zelle 
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inokuliert. Nach 24 Stunden wurde das Inokulum entfernt und virusfreies Medium zugegeben. 

Nach weiteren fünf Tagen wurden die Zellen auf die Expression von GFP und RFP im 

Fluoreszenzmikroskop hin untersucht.  

 
Abb. 2.10 Expression von GFP und RFP in PDH-Kulturen nach Infektion mit einer Mischung 
rekombinanter DHBV.  
Primäre Entenhepatozytenkulturen wurden gleichzeitig für 24 Stunden mit jeweils etwa 100 VP pro Zelle 
DHBV-GFP und DHBV-RFP inkubiert. Die Inokulation wurde durch Mediumwechsel beendet. Infizierte 
Hepatozyten wurden durch die Expression der Reportergene GFP und RFP mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 
fünf (weiteren) Tagen detektiert: etwa 11% der Zellen sind mit DHBV-GFP und 8% mit DHBV-RFP infiziert. 
Die übereinander gelegte grüne und rote Fluoreszenz zeigt gelbe Zellen, die von mehr als einem Virus produktiv 
infiziert wurden. (A) Der Größenbalken entspricht 100µm. (B) Der Größenbalken entspricht 50µm.  

Abb. 2.10 zeigt, dass die Infektion mit einer Mischung aus DHBV-GFP und DHBV-RFP 

additiv ist. Im GFP-Kanal leuchteten 11% der Zellen, im RFP-Kanal 8% und in der 

Übereinanderlagerung der Kanäle 19% der Gesamtzellzahl. Dies zeigt, dass mit den 

verwendeten Virusmengen keine Kompetition der Viruspartikel stattfand. Wurde eine Zelle 

von beiden Virussorten infiziert, konnte nach Zusammenlegen beider Fluoreszenzkanäle eine 

gelbe Färbung identifiziert werden, diese lag bei 0,7%. Die Anzahl der gelben Zellen 

entspricht einer statistischen Verteilung der Infektionsereignisse und weist daraufhin, dass 

etwa 99% der roten oder grünen Zellen von einem einzelnen Virusgenom infiziert wurden. 

Die geringe Anzahl mehrfach infizierter (gelber) Zellen schließt aus, dass es in der PDH-

Kultur Hepatozyten gibt, die suszeptibler für eine DHBV-Infektion sind und vermehrt Viren 

aus dem Überstand aufnehmen. Diese Beobachtung schließt allerdings nicht aus, dass, wie 

bereits in Abschnitt 2.2 gezeigt, Viren abortiv aufgenommen werden können. 
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2.4.3 Die Bindung und Infektion von DHBV an Zellen ist konzentrations- und 

zeitabhängig 

Wie bereits in Abschnitt 2.3 gezeigt, ist die Zellassoziation von DHBV in vivo aufgrund der 

höheren Konzentration der Viren in der Leber effizienter als in vitro. Um die experimentellen 

Bedingungen für die DHBV-Infektion in vitro zu optimieren, wurde überprüft, welche 

Parameter die DHBV-Infektion in vitro beeinflussen und inwiefern die Infektion durch 

Erhöhung der Konzentration der Viruspartikel zu verbessern ist.  

PDHs wurden mit DHBV-GFP in unterschiedlichen Konzentrationen, sei es durch Variation 

der Anzahl der Viren (bei konstantem Volumen) oder des Mediumvolumens (bei konstanter 

Virusmenge), nach Standardprotokoll infiziert und anschließend die Zahl der GFP-positiven 

Zellen am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet (siehe Kapitel 4.2.6 und 4.2.7). Wie in Abb. 

2.11 gezeigt, war die Anzahl der infizierten Zellen proportional zu der Menge der 

Viruspartikel sowie umgekehrt proportional zu dem Medienvolumen. Verringert man das 

Inokulationsvolumen um den Faktor 10, so erhöht sich die Infektionseffizienz um den Faktor 

8,5. Das bedeutet, dass die Konzentration der Viruspartikel für die Infektionseffizienz 

maßgeblich ist und nicht das Verhältnis von Virionen zu Zellen.  

 
Abb. 2.11: Abhängigkeit der Infektionseffizienz von der Viruskonzentration.  
PDHs wurden (A) mit einer seriellen Verdünnung einer DHBV-GFP Viruspräparation oder (B) in verschiedenen 
Volumina von Kulturmedium für 24 Stunden infiziert. Die Inokulation wurde durch Behandlung der Zellen mit 
Glycinpuffer (pH 2,2) beendet. Nach fünf Tagen wurden die GFP-positiven Zellen pro Schale am 
Fluoreszenzmikroskop gezählt. Die dargestellten Werte repräsentieren den Mittelwert zweier Messwerte und 
deren Standardabweichung.  

Im Kontrollexperiment mit DHBV-wt konnte bestätigt werden, dass auch die Zellassoziation 

DNA-haltiger Viruspartikel proportional mit der Konzentration im Inokulum anstieg (Abb. 

2.12 und Tabelle 2.5). Der relative Anteil der Viren blieb aber mit steigender 

Viruskonzentration nahezu konstant. Ebenso stieg die Anzahl der DHBc-positiven Zellen in 

der Immunfluoreszenz von 1% mit 16,5 VP/Zelle über 3% mit 45 VP/ Zelle bis auf etwa 7% 

mit 150 VP/Zelle an.  
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Tabelle 2.5 Die Zellassoziation DNA-haltiger Viren ist proportional  
zur Anzahl der Viren im Inokulum.  

DHBV-Genome pro Schale (×106) a 

  zellassoziiert nach  

Input        3 h        (% Inokulum)  Tag 4 

16,5 (±0,70)     0,7 (±0,05)   (4,2%)  10,3 (±1,29)
45,6 (±2,46)     1,7 (±0,16)   (2,7%)  60,9 (±7,83)
148 (±17,6)     5,3 (±0,18)   (3,6%)  154 (±19,1)

 

a quantitative PCR-Analyse, () Standardabweichung aus zwei unabhängigen Infektionen 

 

 

Abb. 2.12 Die Anzahl der infizierten Zellen ist proportional zur Virusmenge im Inokulum. 
PDHs wurden mit steigenden Mengen DHBV-wt für drei Stunden bei 37 °C inokuliert. Nach 4 Tagen wurden 
die Zellen fixiert, das DHBV core-Protein in der Immunfluoreszenz gefärbt und am Fluoreszenzmikroskop 
detektiert. Die Aufnahmen sind repräsentativ. Die Zahlen geben die Anzahl der Viruspartikel pro Zelle 
(VP/Zelle) und den Prozentsatz infizierter Zellen (% inf.) an. Der Größenbalken entspricht 100 µm.  

Mit Hilfe der rekombinanten Viren ist es ferner möglich, die Kinetik der Initialinfektion über 

einen längeren Zeitraum zu verfolgen und die Inokulationsdauer ohne eine Überlagerung 

durch Neuinfektionen von Nachkommenviren bis zu 72 Stunden zu verlängern, wie in Kapitel 

2.4.1 beschrieben. Dies ermöglicht es zu klären, wie stabil die Viren während der Inkubation 

sind und ob ein wesentlicher Teil der Infektiosität durch lange Inkubation verloren geht.  
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Wie in Abb. 2.13 gezeigt, stieg die Anzahl der infizierten Zellen über die ersten 24 Stunden 

linear mit der Inokulationsdauer an. 

 

 

Abb. 2.13 Die Anzahl der infizierten Zellen ist proportional zu der Dauer der Inokulation.  
PDHs wurden mit 2×107 VP DHBV-RFP (MOI 20 in 1 ml) für die angegebene Zeit inokuliert. Nach sechs 
Tagen wurden die grün fluoreszierenden Hepatozyten am inversen Fluoreszenzmikroskop gezählt. Ein 
exemplarischer Versuch ist gezeigt. 

Im folgenden Versuch wurden PDHs mit DHBV-GFP 24, 48 oder 72 Stunden inokuliert, 

anschließend wurde der virushaltige Überstand für weitere 24 Stunden auf uninfizierte PDHs 

übertragen, um die Restinfektiosität des Inokulums zu überprüfen. Die Auswertung der 

Infektion erfolgte nach Standardprotokoll (siehe Kapitel 4.2.7). 

Wie in Tabelle 2.6 gezeigt, stieg die Zahl der GFP-positiven Zellen über 72 Stunden 

kontinuierlich von etwa 1600 GFP-positiven Zellen nach 24-stündiger Inokulation auf etwa 

3600 Zellen nach 72 Stunden an. Das Inokulum wurde nach 24 oder 48 Stunden auf eine 

zweite uninfizierte Zellkulturschale für 24 Stunden übertragen. Die Untersuchung der 

Infektionsereignisse in der zweiten Schale zeigte, dass im Zellkulturmedium noch die Hälfte 

bzw. ein Viertel der ursprünglichen Infektiosität im Vergleich zur ersten Schale nach 24 bzw. 

48 Stunden Inokulation vorhanden war. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den obigen 

Daten (Abb. 2.5), die zeigen, dass nur etwa 30-50% der DNA-haltigen Viruspartikel innerhalb 

von 24 Stunden mit den Zellen assoziieren und ein entsprechend großer Teil der DNA-

haltigen Partikel im Überstand verbleibt. Die Anzahl der Zellen in der ersten Schale stieg mit 

verlängerter Inkubation weiter an. Dies zeigt, dass infektiöse Viruspartikel kontinuierlich und 

irreversibel aus dem Medium in die Zellen aufgenommen wurden. Dies stimmt mit der 

Beobachtung überein, dass Viruspartikel nur langsam an Zellen binden (Abschnitt 2.2.1 f.).  

Dieses Ergebnis zeigt außerdem, dass die Viren sehr stabil sind und während der Inokulation 

bei 37 °C bis zu drei Tage lang im Überstand infektiös bleiben. Die Infektionseffizienz wird 

somit neben der Konzentration der Viruspartikel durch die Dauer der Inokulation bestimmt.  
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Tabelle 2.6 Einfluss der Inokulationsdauer auf die Infektion und Stabilität der  
Viren  im Medium  
Inokulationdauer b  GFP-pos. Zellen a  Relativwerte 

(h)  1. Schale 2. Schale c  1. Schale 2. Schale
24  1573 (±51) 733 (±115)  1 0.5 
48  2791 (±13) 420 (±6)  1,8 0,25 
72  3680(/2554)d 28 (±4) d  2,5 0,02 

a GFP-positive Zellen nach Infektion mit DHBV-GFP, 10 VP/Zelle,  
   () Standardabweichung aus zwei unabhängigen Infektionen.  
b Die Inokulation wurde durch Zugabe von anti-preS Antikörpern beendet.  
c Transfer des virushaltigen Mediums aus 1. Schale für 24 h auf eine nicht-infizierte  
   PDH-Kultur (2. Schale). 
d Die Werte sind durch die verlängerte Inkubation ohne Mediumwechsel beeinträchtigt.  

2.4.4 Es erfolgt keine Sättigung des Rezeptors bei Standardinfektion 

Die subviralen Partikel von DHBV können mit infizierenden Virionen um Bindungsstellen an 

der Zelloberfläche kompetieren, da sich SVPs und Virionen in der Zusammensetzung der 

Oberflächenproteine und somit ihrer Oberflächenstruktur nicht unterscheiden (Summers et al., 

1990). Um der Frage nach der Kompetition viraler Partikel um zelluläre Rezeptoren weiter 

nachzugehen, wurden in diesem Experiment steigende Mengen DHBV-positiven Entenserums 

(103 bis 106 SVPs pro Zelle) zu einer konstanten Menge rekombinantem DHBV-Präparat (10 

VP und 103 SVPs pro Zelle) zugemischt. Die Analyse der Inhibition durch SVPs auf die 

Infektion von PDHs mit rDHBV erfolgte auf Einzelzellebene nach Standardprotokoll (siehe 

Kapitel 4.2.7).  

Wie in Abb. 2.14 gezeigt, beeinflusste eine zehnfache Erhöhung der Anzahl der SVPs die 

DHBV-GFP Infektion nicht. Erst ab einem 100-fachen Überschuss an SVPs über dem 

intrinsischen SVP-Gehalt des rDHBV-Präparats war eine Inhibition der Infektion erkennbar. 

Die Infektion mit DHBV-GFP wurde um den Faktor 2 bis 4 bei 105 bzw. 106 SVPs pro Zelle 

verringert. Die DHBV Partikel akkumulieren somit an etwa 105 Bindungsstellen an der 

Zelloberfläche, die zu einer produktiven Infektion führen können. Dieses Ergebnis stimmt mit 

früheren Infektionsexperimenten mit DHBV-wt überein, bei dem die Infektion über DHBeAg 

Sekretion gemessen wurde (Klingmuller and Schaller, 1993).  

Die in den Experimenten gewählte Standardinfektion ist nicht durch eine Rezeptorsättigung 

limitiert, da in diesem Bereich die kritische Konzentration von SVPs nicht erreicht ist. 
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Abb. 2.14: Einfluss von DHBV SVPs auf die DHBV-Infektionseffizienz.  
PDHs (1×106 Zellen pro Schale) wurden mit 1×107 DHBV-GFP (10 VP/Zelle, 103 SVP/Zelle) in Gegenwart von 
steigenden Mengen wt-DHBV aus Serum (1013 SVP/ml, 1010 Virionen/ml) für 24 Stunden infiziert. Nach fünf 
Tagen wurde die Anzahl der GFP-positiven Zellen im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die dargestellten 
Werte repräsentieren den Mittelwert zweier Messwerte mit entsprechender Standardabweichung. Die errechnete 
Menge an SVPs, die zum Inokulum zugegeben wurde ist als Anzahl von viralen Partikeln pro Zelle gezeigt.  

2.4.5 Präinkubation von DHBV mit neutralisierenden Antikörpern blockiert die 

Infektion, aber nicht die Bindung an PDHs 

Wie in den Abschnitten 2.1.3 und 2.2.2 beschrieben, kommt es sowohl in vivo als auch in 

vitro zu einer 90-prozentigen Degradation der zellassoziierten Viren. Um zu untersuchen, ob 

die Degradation Folge einer rezeptorvermittelten Aufnahme der Viren in eine 

infektionskompetente Zelle ist, wurde das Virusinokulum mit neutralisierenden Antikörpern 

präinkubiert. Hierbei sollte geprüft werden, ob diese Immunkomplexe noch dazu in der Lage 

sind an Zellen zu binden und nachfolgend intrazellulär abgebaut werden und geklärt werden, 

ob die Degradation in vivo und vitro durch mögliche natürlich vorkommende 

Immunkomplexe im Entenserum hervorgerufen wird.  

Zu diesem Zweck wurde das Virusinokulum bei 37 °C mit einem monoklonalen gegen preS 

gerichteten Antikörper (4F8) und einer Mediumkontrolle für 1,5 Stunden präinkubiert. 

Anschließend wurden PDHs drei Stunden bei 37 °C mit diesen Viruspräparaten inokuliert und 

die Zellassoziation, Degradation und Infektion nach Standardprotokoll analysiert (siehe 

Kapitel 4.2.7).  

Wie in Tabelle 2.7 gezeigt, unterschied sich die Zellassoziation der DHBV-Immunkomplexe 

(5,3% des Inputs) nicht von dem unbehandelten DHBV Serum (4,7% des Inputs). Ein 

Unterschied der beiden Seren lässt sich erst im Schritt der Degradation oder Persistenz der 

aufgenommen Viren detektieren. Nach Infektion mit Immunkomplexen persistierten 39,4% 

und in der Kontrolle nur 17,6% der zuvor zellassoziierten Viren, das bedeutet der Abbau von 

Viren in Immunkomplexen war im Vergleich zur Kontrolle um etwa 50% verringert. Im 
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Gegensatz dazu wurde die Infektion durch die Immunkomplexe um 93% gegenüber der 

Kontrollinfektion inhibiert (Abb. 2.15). 

Tabelle 2.7 Einfluss neutralisierender Antikörper auf Zellassoziation und Degradation  
DNA-haltiger Viruspartikel 

 DHBV-Genome pro Schale (×106) a  
  zellassoziiert nach Inokulation b 

Antiserum c Input          0 h        (% Input)             3 h        (% zellassoz.) 
ohne 142 (±14,6) 6,66 (±0,50)   (4,7%) 1,17 (±0,21)   (17,6%) 

anti-preS (4F8) 128 (±14,2) 6,75 (±1,22)   (5,3%) 2,66 (±0,41)   (39,4%) 
a quantitative PCR-Analyse, () Standardabweichung aus drei unabhängigen Infektionen 
b Die Inokulation wurde für 3 h bei 37 °C durchgeführt.  
c PDHs wurden 1,5 h mit den Antikörpern vorinkubiert. 

 

Abb. 2.15 Vorbehandlung des DHBV Inokulums mit neutralisierenden Antikörpern blockiert die 
Infektion 
DHBV-wt aus Serum wurde 1,5 h mit einem monoklonalen Antikörper gegen preS (4F8) bei 37 °C inkubiert und 
anschließend für die Infektion von PDHs verwendet. Nach 3 h Inokulation bei 37 °C wurde der Überstand 
entfernt und frisches Medium zugegeben. Die Zellen wurden nach vier Tagen fixiert, gegen das DHBV core-
Protein immungefärbt und durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Der Größenbalken entspricht 100 µm.  

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Zellassoziation von DHBV durch die Anwesenheit 

neutralisierender Antikörper nicht inhibiert ist, jedoch der Eintritt in eine produktive 

Infektion.  

Die vergleichbare Zellassoziation könnte den Schluss zulassen, dass die Bindung der Viren 

hier nicht über einen DHBV-spezifischen Rezeptor erfolgt. Unklar ist aber, ob die Bindung 

freier Viren und jener in Immunkomplexen demselben Mechanismus unterworfen ist oder ob 

zwei völlig unterschiedliche Bindungsarten existieren. 

Der unterschiedliche Abbau bzw. die Persistenz der aufgenommenen Viren lässt vermuten, 

dass die Antikörper den Viren einen Schutz vor Abbau bieten, indem sie z.B. den 

intrazellulären Transport zum degradierenden Kompartiment beeinflussen. Das gegenteilige 

Bild zeigt sich in der unterschiedlichen Infektiosität, bei der die Antikörper den Weg zur 

produktiven Infektion blockieren. Vorstellbar ist, dass ein oder mehrere Schritte im 
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Infektionszyklus, wie Rekrutierung eines Korezeptors oder Transfer auf einen Korezeptor 

durch die Antikörper verändert bzw. verhindert werden. Dies könnte sowohl für den 

veränderten Abbau als auch für die Infektion daran liegen, dass preS nicht mehr frei 

zugänglich, sondern durch Antikörper blockiert ist.  

2.4.6 Überexpression der CPD beeinflusst die Zellassoziation und Infektion nur 

geringfügig 

Im nächsten Experiment sollte überprüft werden, inwiefern der zelluläre Rezeptor CPD die 

Bindung, Internalisierung, Degradation und Infektion beeinflusst. CPD ist ein primär im 

Golgi-Apparat lokalisiertes Protein, das zwischen diesem Kompartiment und der 

Zelloberfläche zirkuliert (Breiner et al., 1998). In diesem Experiment wurde im adenoviralen 

Kontext eine durch Fehlen des zytoplasmatischen Teils verkürzte Variante von CPD (CPDtl, 

tl, tail-less) exprimiert, die hauptsächlich an der Plasmamembran lokalisiert und 

zirkulationsdefizient ist (Breiner and Schaller, 2000). Um eine effiziente Überexpression des 

gewünschten Proteins zu ermöglichen, musste auf die Transduktion von PDHs mit Hilfe 

rekombinanter adenoviraler Vektoren zurückgegriffen werden, da PDH-Kulturen mit 

herkömmlichen Methoden (CaCl2-Transfektion, Lipofektion, Elektroporation) nur äußerst 

unzureichend (<0,01%) transfiziert werden können. Die erfolgreiche Transduktion primärer 

Hepatozytenkulturen wurde bereits bei Breiner et al. und Sprinzl et al. demonstriert (Breiner 

and Schaller, 2000; Sprinzl et al., 2001).  

PDHs wurden mit rekombinanten Adenoviren, die CPDwt (Ad-CPDwt) oder CPDtl (Ad-

CPDtl) zusammen mit GFP transduzierten und nur GFP (Ad-GFP) als Kontrolle, für zwei 

Stunden bei 37 °C inokuliert. Nach 48 Stunden wurden diese transduzierten Zellen zum einen 

auf ihre CPD Expression mittels Westernblot hin getestet (Abb. 2.17) und zum anderen mit 

DHBV-wt für drei Stunden infiziert und die Zellassoziation, Degradation und Infektion nach 

Standardprotokoll bestimmt (siehe Kapitel 4.2.7).  

 

Abb. 2.16 Schematische Darstellung der Expressionskassetten integriert in einen rekombinanten 
Adenovirus-Vektor.  
bGH-A(n) und SV40-A(n), bovine growth hormone und Simian Virus 40 poly(A) sites, CMV, CMV Promotor 
(aus (Breiner and Schaller, 2000)). 
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Abb. 2.17 CPD Expression in transduzierten PDHs. 
PDHs wurden mit rekombinanten Adenoviren, die die Gene für GFP (Ad-GFP), GFP und CPD (Ad-CPDwt) 
oder GFP und CPDtl (Ad-CPDtl) tragen, transduziert und nach drei Tagen geerntet. Die Proteine wurden in 
einem 12,5%igen SDS-PAG aufgetrennt und im Westernblot mit dem polyklonalen Antiserum gegen CPD 
(H879) und einem monoklonalen β-actin-Antikörper analysiert. Die Quantifizierung mit dem Li-cor System 
ergab bei CPDwt eine 15-25-fach gesteigerte Expression, CPDtl war 55-60-fach erhöht gegenüber der 
endogenen CPD Expression. Die Detektion von β-actin diente als Referenz.  

Abb. 2.18 zeigt den Einfluss der Überexpression von CPD im Vergleich zur endogenen CPD 

Expression auf die Zellassoziation von DHBV. Die Zellassoziation von DHBV war nach drei 

Stunden Inokulation bei den CPDwt überexprimierenden PDHs im Vergleich zur endogenen 

CPD Expression um den Faktor 1,5 erhöht, bei CPDtl Überexpression um den Faktor 3. 

Daraus folgt, dass die Zellassoziation nur geringfügig durch Überexpression von CPD 

gesteigert werden kann und somit CPD nicht den limitierenden Faktor der Zellassoziation 

darstellt, aber möglicherweise, aufgrund der hohen Bindungsaffinität (Urban et al., 1999), ein 

bevorzugter Interaktionspartner ist. Die Primärbindung von DHBV an Hepatozyten erfolgt 

somit unter Umständen nicht ausschließlich über CPD. Dies könnte des Weiteren bedeuten, 

dass die Viren erst intrazellulär auf CPD treffen. 

 

Abb. 2.18 Die Zellassoziation von DHBV kann nur geringfügig durch Überexpression der CPD gesteigert 
werden. 
Primäre Entenhepatozyten wurden mit rekombinanten Adenoviren, die die Gene für GFP sowie GFP mit dem 
zellulären Rezeptor CPD (CPDwt) oder die Mutante CPDtl trugen, transduziert. Nach 48 Stunden wurden die 
Zellen mit 2,6×108 DHBV-wt für drei Stunden inokuliert und anschließend geerntet. Die zellassoziierte DHBV-
DNA wurde mittels quantitativer PCR gemessen. Die Werte wurden als Prozent der nicht-transduzierten 
Kontrolle dargestellt. Die Fehlerbalken stellen die Abweichung zwischen zwei Schalen dar.  
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Als nächstes sollte untersucht werden, ob für die Degradation der Viruspartikel eine 

intrazelluläre Interaktion mit CPD notwendig ist und damit durch Überexpression von CPD 

verstärkt werden kann. Hierzu wurden die PDHs wie oben beschrieben behandelt und die 

Anzahl der persistierenden Viren nach Standardprotokoll (siehe Kapitel 4.2.6) gemessen. Wie 

in Tabelle 2.8 gezeigt, wurde in allen CPDwt exprimierenden Zellen etwa ein Drittel der 

Viren abgebaut. Dies deutet daraufhin, dass die abortive Aufnahme von DHBV nicht direkt 

durch CPD vermittelt wird. Ein etwas abgewandeltes Bild zeigt sich dagegen in den CPDtl 

überexprimierenden Zellen, in denen etwa die Hälfte der Viren persistierte. Auch hier lässt 

sich diese Beobachtung mit der hohen Bindungsaffinität der Viren an CPD erklären.  

Tabelle 2.8 Überexpression von CPDwt in PDH hat keinen Einfluss auf den Abbau von DHBV. 
 DHBV-Genome pro Schale (×106) a 
 zellassoziiert nach Inokulation b Überexpression c 

 
Input 

       0 h        (% Input)         6 h   (%zellassoz.) 
ohne  11,6 (±0,30)   (4,6%)   3,7 (±0,04)    (31,6%) 

Ad-GFP  10,3 (±0,81)   (4,1%)   3,5 (±0,18)    (34,2%) 
Ad-CPDwt  18,0 (±1,42)   (7,1%)    5,8 (±0,47)   (32,2%) 
Ad-CPDtl  

253 (±5,84) 

 34,0 (±1,30)  (13,4%)  17,0 (±1,29)   (50,0%) 
a quantitative PCR-Analyse, () Standardabweichung aus zwei unabhängigen Infektionen 
b Die Inokulation mit DHBV wurde zwei Tage nach der Transduktion mit Adenoviren für 3 h  
   bei 37 °C durchgeführt.  
c Transduktion von PDHs mit rekombinanten Adenoviren, die für GFP (Ad-GFP) sowie GFP mit  
   dem zellulären Rezeptor CPD (Ad-CPDwt) oder für die Mutante CPDtl (Ad-CPDtl) kodierten. 

In weiteren Analysen wurde die Suszeptibilität der transduzierten Zellen gegenüber der 

DHBV-Infektion getestet. Die Effizienz der adenoviralen Transduktion wurde durch GFP-

Fluoreszenz und die DHBV-Infektion durch Immunfluoreszenz mit einem Antikörper gegen 

das core-Protein und dem entsprechenden rot fluoreszierenden Alexa546 Sekundärantikörper 

am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet (Abb. 2.19). Im Vergleich zur Kontrolle war keine 

Erhöhung der Gesamtzahl core-Protein positiver Zellen durch die Überexpression von CPDwt 

zu beobachten. Ohne adenovirale Transduktion waren 6,3% der Zellen infiziert, bei der 

Transduktion von Zellen mit GFP alleine 6,7%, eine CPDwt Überexpression resultierte in 

5,4% infizierten Zellen. Lediglich die Überexpression von CPDtl inhibiert die DHBV-

Infektion deutlich. Die Anzahl der infizierten Zellen war hier auf weniger als 1% der 

Kontrollinfektion gesunken, was auch hier wieder durch das Ausbleiben des Reimports von 

CPD zu erklären ist. Dieses Ergebnis konnte auf Einzelzellebene proteinbiochemische Daten 

von Breiner et al. bestätigen (Breiner and Schaller, 2000). 
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Abb. 2.19 Die Überexpression von CPDwt hat keinen Einfluss auf die Infektionseffizienz.  
PDH wurden mit den zuvor beschriebenen Adenoviren transduziert und zwei Tage später mit DHBV-wt für 3 h 
infiziert. Nach vier Tagen wurden die Zellen fixiert und mit einem anti-DHBc Antiserum und einem Alexa546-
gekoppelten Zweitantikörper immungefärbt. Es sind repräsentative Ausschnitte gezeigt. DHBV infiziert waren 
jeweils 6,3% (ohne), 6,7% (Ad-GFP), 5,4% (Ad-CPDwt) und <0,01% (Ad-CPDtl) der Zellen. Der Größenbalken 
entspricht 100µm. 

In dem folgenden Experiment sollte überprüft werden, ob es die adenoviral transduzierten 

Zellen waren, die auch DHBV infiziert wurden. Für diesen Zweck wurden die transduzierten 

Zellen anstelle von DHBV-wt mit rekombinanten DHBV (DHBV-RFP) infiziert.  

Für die Transduktion der Zellen wurde eine weitere Variante des CPD Proteins (CPDDDD) 

verwendet, bei der die mutmaßliche Caseinkinase II Erkennungssequenz, die eine Rolle in der 

Regulierung des Transports des Proteins in ein lysosomales Kompartiment reguliert, so 
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mutiert wurde, dass sie eine konstitutive Phosphorylierung imitiert. Es wurde gezeigt, dass 

sich dieses Protein funktionell weitgehend wie CPDwt verhält (Breiner and Schaller, 2000).  

Hepatozyten, die sowohl adenoviral transduziert als auch DHBV-infiziert waren, konnten 

durch gelbe Fluoreszenz identifiziert werden. Wie in Tabelle 2.9 gezeigt, führt eine CPD-

Überexpression zu einer nur um den Faktor 2-3 erhöhten Suszeptibilität der PDH-Kulturen. 

Die DHBV-Infektion ist folglich nicht durch die endogene CPD-Konzentration limitiert und 

kann damit nur in begrenztem Maße durch Überexpression stimuliert werden.  

Tabelle 2.9 Die Überexpression von CPD verbessert die DHBV-Infektion um den Faktor 2-3. 

 Ad-GFP-positive Zellen a DHBV-RFP- 
positive Zellen b  Gelbe Zellen 

 
 Anzahl  (% Zellen) Anzahl   Anzahl  (% Zellen) c

Ad-GFP/-  396  1,2  79  5  6 (6) 

Ad-GFP/CPDwt  711  2,2  75  15  20 (11) 

Ad-GFP/CPDDDD  588  1,9  85  26  31 (20) 
a Primäre Entenhepatozyten wurden mit rekombinanten Adenoviren, die die Gene für GFP sowie den zellulären 
Rezeptor CPD oder die Mutante CPDDDD trugen, transduziert.  
b Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit 2×107 DHBV-RFP für 24 Stunden inokuliert. Die Auswertung der 
fluoreszierenden Zellen erfolgte nach weiteren fünf Tagen am inversen Fluoreszenzmikroskop. Pro Schale 
wurden 3×104 Zellen ausgezählt.  
c ( ) % auf Adenovirus-Transduktionseffizienz umgerechnet 

2.4.7 Einfluss von Inhibitoren der Endozytose und des Proteasoms auf die Degradation 

von DHBV 

Die Degradation von Proteinen kann im Lysosom bzw. endozytischen Vesikeln oder im 

Zytoplasma durch das Proteasom erfolgen. Um der Frage nachzugehen, in welchem zellulären 

Kompartiment die Degradation von DHBV erfolgt, wurde im Folgenden mit Hilfe von 

Endozytose- und Proteasominhibitoren versucht, dies zu klären.  

2.4.7.1 Bafilomycin A1 hat keinen Einfluss auf die Degradation von DHBV DNA 

Die Hauptfunktion von Lysosomen ist die Degradation extrazellulären Materials, das von der 

Zelle aufgenommen wurde. Lysosomen stellen mit einem pH-Wert zwischen 4,5 und 5,0 das 

sauerste Kompartiment einer Zelle dar und enthalten eine große Zahl lytischer Enzyme, wie 

Proteasen und Nukleasen, deren Aktivitätsoptimum bei diesem pH-Wert liegt. Bafilomycin 

A1 (BafA1) ist ein Inhibitor der vakuolären H+-ATPase und blockiert den Transport vom 

frühen zum späten Endosom, indem es die Ansäuerung der Endosomen verhindert (Drose and 

Altendorf, 1997). Es wäre möglich, dass BafA1 die Infektionseffizienz von DHBV erhöht, 
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indem es die Degradation der Viruspartikel im Lysosom blockiert. Um zu untersuchen, ob die 

Degradation von DHBV in einem endozytotischen Kompartiment statt findet, wurde die 

PDH-Kultur mit BafA1 eine Stunde vor Zugabe von DHBV und während der dreistündigen 

Inokulation behandelt. Die Auswertung der Zellassoziation, Degradation und Infektion 

erfolgte nach Standardprotokoll (siehe Kapitel 4.2.7).  

Wie in Tabelle 2.10 dargestellt, hatte die Behandlung der Zellen mit BafA1 keinen Einfluss 

auf die Zellassoziation, 3,6% der im Inokulum vorhandenen Viren im Vergleich zu 4,3% ohne 

BafA1-Behandlung waren an die Zellen gebunden. Während der nachfolgenden Inkubation 

von sechs Stunden persistierten in den unbehandelten Zellen 23,9% der zellassoziierten Viren, 

in den mit BafA1 behandelten Zellen 32,3%. BafA1 scheint die Degradation DNA-haltiger 

Viruspartikel nicht wesentlich zu beeinflussen. Die Infektion, gemessen durch die Anzahl von 

DHBV-Genomen (Tabelle 2.10) und infizierten Zellen (Abb. 2.20) an Tag 4, war nach BafA1 

Behandlung im Vergleich zur Kontrolle etwa vierfach reduziert. Diese Beobachtung bestätigt 

frühere Daten, dass die Ansäuerung im späten Endosom für eine effiziente Infektion 

erforderlich ist (Chojnacki et al., 2005).  

Tabelle 2.10 Bafilomycin A1 hat keinen Einfluss auf Zellassoziation und Abbau von Viren 
 DHBV-Genome pro Schale (×106) a 
 zellassoziiert nach Inokulation b 
 

Input 
        0 h        (% Input)           6 h    (% zellassoz.)    Tag 4  

ohne 272 (±8,34) 11,6 (±0,29)   (4,3%)    2,77 (±0,01)   (23,9%)    168 (±28,7) 
+BafA1  

(500 nM) c 320 (±6,47) 11,6 (±0,55)   (3,6%)    3,75 (±0,03)   (32,3%)      55,1 (±1,32)
a quantitative PCR-Analyse, () Standardabweichung aus zwei unabhängigen Infektionen 
b Die Inokulation mit DHBV wurde für 3 h bei 37 °C durchgeführt.  
c PDHs wurden 1 h mit BafA1vorinkubiert, die Inokulation erfolgte in Anwesenheit von BafA1,  
   anschließend wurde dieses entfernt. 
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Abb. 2.20 Bafilomycin A1 inhibiert die DHBV-Infektion 
PDH-Kulturen wurden mit Bafilomycin A1 (500 nM) für eine Stunde vorbehandelt. Das Virusinokulum wurde 
zusammen mit frischem BafA1 für drei Stunden zugegeben. Danach wurden die Zellen gewaschen, das Medium 
gewechselt und am vierten Tag p.i. für die Analyse der Expression der core-Proteins durch Immunfluoreszenz 
fixiert. Gezeigt ist jeweils ein repräsentativer Ausschnitt. Die Größenbalken entsprechen 100 µm. BafA1, 
Bafilomycin A1 

2.4.7.2 Die Proteasominhibitoren Lactacystin und MG-132 beeinflussen die 

Degradation in unterschiedlicher Weise  

Da in 2.4.7.1 gezeigt wurde, dass die Degradation der Viren durch Blockierung des 

lysosomalen Abbauweges nicht beeinflusst wird, sollte hier mit Hilfe von 

Proteasominhibitoren ein zweiter möglicher Abbauweg von Viren untersucht werden. Auch 

hier wäre möglich, dass durch die Inhibition des proteasomalen Abbaus die Infektion 

gesteigert werden kann. Während in den Lysosomen endozytierte Proteine degradiert werden, 

dient das Proteasom vorwiegend der Degradation zytoplasmatischer Proteine. Sobald die 

Viruspartikel auf dem Weg in den Kern ins Zytoplasma freigesetzt werden, sind auch diese 

zugänglich für die proteasomale Degradation.  

Lactacystin ist ein irreversibler Inhibitor der Chymotrypsin- und Trypsin-ähnlichen 

Aktivitäten des Proteasoms (Fenteany et al., 1995), das Peptidaldehyd MG-132 dagegen ein 

starker aber reversibler Inhibitor der Chymotrypsin-ähnlichen Aktivität des Proteasoms 

(Palombella et al., 1994).  

Um zu untersuchen, ob internalisierte Viruspartikel durch das Proteasom eliminiert werden, 

wurden die Zellen mit Lactacystin (20 µM) oder MG-132 (25 µM) für 1,5 h vorinkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen mit DHBV für drei Stunden bei 37 °C in Anwesenheit des 

entsprechenden Inhibitors inokuliert. Nicht zellassoziierte Viren wurden weggewaschen und 

neues Medium zugegeben. Um die Degradation der Viruspartikel zu überprüfen, wurden die 

Lactacystin behandelten Zellen für weitere sechs Stunden ohne weitere Zugabe des Inhibitors, 

die MG-132 behandelten Zellen für weitere drei Stunden in Anwesenheit des Inhibitors 

inkubiert. Dies war notwendig, da die Wirksamkeit von MG-132 innerhalb einer Stunde nach 
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Entfernung reversibel ist (Schwartz et al., 1998). Die Messung der Zellassoziation, 

Degradation und Infektion erfolgte nach Standardprotokoll (siehe Kapitel 4.2.7).  

Wie in Tabelle 2.11 gezeigt, hatte die Behandlung der PDHs mit Lactacystin keinen 

wesentlichen Einfluss auf die Zellassoziation (5,5% im Vergleich zu 4,3%) und Degradation 

(35,5% persistierende Viren im Vergleich zu 23,9%). Die Infektion dagegen war um einen 

Faktor 8 inhibiert.  

Tabelle 2.11 Einfluss des irreversiblen Proteasominhibitors Lactacystin  
 DHBV-Genome pro Schale (×106) a 
  zellassoziiert nach Inokulation b 
 Input       0 h      (% Input)            6 h        (% zellassoz.) Tag 3  

Ohne 272 (±8,34) 11,6 (±0,29)  (4,3%) 2,77 (±0,01)   (23,9%) 168 (±28,7)
+Lactacystin  

(20 µM) c 215 (±26,1) 11,9 (±0,11)   (5,5%) 4,23 (±0,17)   (35,5%) 21 (±5,89) 
a quantitative PCR-Analyse, () Standardabweichung aus drei unabhängigen Infektionen 
b Inokulation 3 h bei 37 °C 
c Zellen wurden 1,5 h mit Lactacystin vorinkubiert, die Inokulation erfolgte in Anwesenheit von Lactacystin,  
  anschließend wurde dieses entfernt. 

Die Behandlung der PDHs mit MG-132 (siehe Tabelle 2.12) zeigt eine vergleichbare 

Zellassoziation der Viren (6,7% zu 4,0%). Im Gegensatz zur Lactacystinbehandlung inhibierte 

MG-132 die Degradation, so dass nahezu doppelt so viele Viren im Vergleich zur Kontrolle 

persistierten. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass das Proteasom eine Rolle im Abbau 

der DHBV Viruspartikel spielt. Die Betrachtung der Infektion aber verdeutlicht, dass in 

diesem vorläufigen Experiment der Zustand der Zellen nicht optimal war. Normalerweise 

erwartet man in der Kontrolle, bedingt durch die Virusreplikation, eine vergleichbare Anzahl 

an Virusgenomen, die zur Inokulation verwendet wurde. Hier allerdings lag der Messwert 

deutlich unter dem erwarteten Ergebnis. Um Klarheit über die Wirkung von MG-132 auf den 

Abbau von Viren und die Infektion zu erhalten, sind daher weitere Experimente nötig. 

Tabelle 2.12 Einfluss des reversiblen Proteasominhibitors MG-132  
 DHBV-Genome pro Schale (×106) a 
  zellassoziiert nach Inokulation b 
 Input       0 h      (% Input)        3 h       (% zellassoz.) Tag 3  

ohne 50,1 (±4,47) 2,02 (±0,19)   (4,0 %) 0,87 (±0,03)   (43,5 %) 3,93 (±0,09)
+MG-132 (25 µM) c 49,2 (±6,66) 3,32 (±0,01)   (6,7 %) 2,33 (±0,12)   (70,6%) 0,42 (±0,04)
a quantitative PCR-Analyse, () Standardabweichung aus zwei unabhängigen Infektionen 
b Inokulation für 3 h bei 37 °C 
c Zellen wurden 1,5 h mit der Substanz vorinkubiert, die Inokulation und nachfolgende  
  3-stündige Inkubation erfolgte in Anwesenheit von MG-132, anschließend wurde dieses entfernt. 
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2.4.8 Inokulation bei tiefen Temperaturen hat nur geringen Einfluss auf Bindung, 

beeinträchtigt jedoch drastisch die Infektion 

Bei niedriger Umgebungstemperatur (4 °C) kommen zelluläre Prozesse, wie Endozytose und 

das Zirkulieren von Rezeptoren, zum Erliegen. Es ist daher nur eine Anheftung von Viren an 

der Zelloberfläche möglich. Dies wird sich in der Virologie, wie bei Vesicular-Stomatitis- 

oder Influenzaviren, häufig zunutze gemacht, um Infektionen zu synchronisieren 

(Lakadamyali et al., 2003; Le Blanc et al., 2005). Um zu überprüfen, ob diese 

Versuchsanordnung auch im DHBV-Modell anzuwenden ist, wurde im folgenden Experiment 

der Einfluss der Umgebungstemperatur während der Inokulation auf die Zellassoziation, 

Degradation und Infektion hin untersucht. 

PDH-Kulturen wurden für drei Stunden bei 4 °C oder 37 °C zur Kontrolle mit DHBV 

inokuliert. Nach einem Waschschritt mit PBS der entsprechenden Temperatur wurde 37 °C 

warmes Kulturmedium zugegeben. Die nachfolgenden Untersuchungen wurden nach 

Standardprotokoll (siehe Kapitel 4.2.7) durchgeführt. 

Wie in Tabelle 2.13 gezeigt, war die Zellassoziation bei 4 °C im Vergleich zur Kontrolle um 

ein Drittel verringert. Von diesen zellassoziierten Viren wurde wiederum nur die Hälfte 

persistent. Bei Betrachtung der Infektion fiel auf, dass im Vergleich zur Kontrolle bei 

niedriger Temperatur 20-mal weniger Zellen infiziert waren (Abb. 2.21). 

Das Ergebnis dieses Experiments zeigt, dass die Bindung bei 4°C nicht die produktive 

Bindung der Viren repräsentiert. Diese Diskrepanz in der Infektionseffizienz ist nicht allein 

durch Zellassoziation und Degradation zu erklären. Damit scheint es bei DHBV nicht 

empfehlenswert, Virusbindung bei 4 °C durchzuführen, weil vermutlich ein Schritt im Weg 

zur Infektion nachhaltig gestört wird. 

Tabelle 2.13 Die Inokulationstemperatur beeinflusst die Zellassoziation von DHBV geringfügig, aber 
beträchtlich die Infektion. 

DHBV-Genome pro Schale (×106) a 
 zellassoziiert nach Inokulation b 

Inokulations- 
temperatur 

(°C) Input 0 h    
(% Input) 

 24 h 
(% zellassoz.) 

Tag 4 
(% Input)  

37 °C 173 (±4,45) 7,23 (±0,65)   
(4,2%) 

1,66 (±0,28)   
(23,0%) 

  160 (±34,2)   
(92,5%) 

4 °C 173 (±4,45) 2,74 (±0,34)   
(1,6%) 

0,38 (±0,07)   
(13,9%) 

16,9 (±0,80)   
(9,8%) 

a quantitative PCR-Analyse, () Standardabweichung aus drei unabhängigen Infektionen 
b Inokulation für 3 h und bei angegebener Temperatur, nachfolgende Inkubation mit frischem  
  Medium bei 37 °C 
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Abb. 2.21 Die Inokulation bei 4 °C hat einen negativen Einfluss auf die Infektion mit DHBV-wt 
PDHs wurden mit 1,7×108 VP für drei Stunden bei angegebener Temperatur inokuliert. Nach Entfernung des 
virushaltigen Überstandes wurden die Zellen mit PBS entsprechender Temperatur gewaschen und nach vier 
Tagen die Expression des DHBV core-Proteins in der Immunfluoreszenz (D087) am inversen 
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Nach Inokulation bei 4 °C sind etwa 20-mal weniger Zellen infiziert. Gezeigt 
sind jeweils drei repräsentative Ausschnitte der PDH-Kultur. Der Größenbalken entspricht 100 µm. 

2.4.9 Die produktive Bindung von DHBV ist ein mehrstufiger Prozess 

Bisher konnte gezeigt werden, dass nicht alle zellassoziierten Viren eine Infektion auslösen, 

da nach der Internalisierung die Mehrheit dieser Viren degradiert wird. Im Folgenden sollte 

daher das Hauptaugenmerk auf die produktive Virusbindung gelegt werden. Fragestellung der 

nachfolgenden Experimente war, ob die Bindung der Viren an der Zelloberfläche ein ein- 

oder mehrstufiger Prozess ist und wie schnell produktive Viren in die Zellen aufgenommen 

werden.  

Zur Klärung dieser Fragen wurden PDHs nach unterschiedlichen Inokulationszeiten mit 

DHBV-GFP (10 VP/Zelle) zum einen mit Antikörpern gegen preS (D084) inkubiert und zum 

anderen für einen kurzen Zeitraum mit Glycinpuffer (pH 2,2) behandelt (siehe Kapitel 4.2.6). 

Durch Antikörperbehandlung könnte geklärt werden, ob die Bindung der Viren an die Zellen 

reversibel ist und ob nach der Primärbindung der Viren eine Rekrutierung von Korezeptoren 

von Nöten ist, um die zellassoziierten Viren endgültig in die Zellen aufzunehmen. Diese 

sekundäre Interaktion könnte preS-abhängig sein und damit durch Inkubation mit den gegen 

preS gerichteten Antikörpern blockiert werden. Die Säurebehandlung der Zellen dagegen 

inaktiviert effektiv noch nicht internalisierte Viren (Rigg and Schaller, 1992). Die 



Ergebnisse
 

62 

Bestimmung der Anzahl der infizierten Zellen nach den verschiedenen Behandlungen wurde 

nach Standardprotokoll durchgeführt (siehe Kapitel 4.2.7), ein Mediumwechsel ohne 

zusätzliche Behandlung der Zellen diente in diesem Experiment als Referenz.  

In Tabelle 2.14 ist gezeigt, dass die Anzahl der infizierten Zellen während der 24-stündigen 

Inokulation stetig zunahm. Nach drei Stunden Inkubation reduzierte die Säurebehandlung die 

Zahl der infizierten Zellen um 83%. Daraus lässt sich schließen, dass zu diesem Zeitpunkt 

bereits 17% der Viren aufgenommen wurden. 83% der produktiven Viren waren erst an der 

Zelloberfläche gebunden und konnten deshalb durch die Säurebehandlung vollständig 

inaktiviert werden. Im Gegensatz dazu konnte die Antikörperbehandlung die Infektion nur um 

31% senken, 69% der produktiven Viren waren Antikörper-resistent. Da das Ergebnis der 

Säurebehandlung zeigt, dass nach drei Stunden 17% der Viren internalisiert sind, müssen 52% 

der Viren nach der Antikörperbehandlung noch auf der Zelloberfläche gebunden und nicht 

durch Antikörper inaktivierbar, d.h. Antikörper-resistent, sein.  

Nach 24 Stunden Inkubation lässt sich ein ähnliches Bild hinsichtlich der zwei Zustände der 

Viren an der Zelloberfläche erkennen, immer mehr infektiöse oberflächengebundene Viren 

erreichten einen Zustand, in dem sie resistent gegenüber Antikörper waren.  

Die Säurebehandlung reduzierte die Zahl der infizierten Zellen um die Hälfte. Daraus lässt 

sich schließen, dass 50% der Viren internalisiert wurden, während die andere Hälfte der 

produktiven Viren immer noch an der Zelloberfläche gebunden war. Die 

Antikörperbehandlung senkte die Infektion nur noch um 16%, 84% aller produktiven Viren 

waren Antikörper-resistent. Auf der Zelloberfläche lag der Anteil der Antikörper-resistenten 

Viren bei 67%, entsprechend waren 33% der oberflächengebundenen Viren sensitiv 

gegenüber der Wirkung neutralisierender Antikörper.  

Damit wird deutlich, dass es zwei unterschiedliche Zustände der Viren an der Zelloberfläche 

geben muss, die zu einer produktiven Infektion führen, einen Antikörper-sensitiven, daher 

reversiblen, und einen Antikörper-resistenten, irreversiblen Zustand. 
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Tabelle 2.14 Differentielle Analyse der Infektionskinetik (rDHBV)  

GFP-pos. Zellen a  Relativer Anteil  
zellassoziierter Virenc 

Termination der Inokulation durch b  oberflächen-
gebunden 

Inokulations-
dauer 

(h) 
MW pH 2,2 anti-preS  

internalisiert 
 davon AK d 

resistent  
Experiment A        

0,5 9,5 (±1,5) 0 (±0) 4,5 (±0,5) 0,00 1,00 0,47 
1 54 (±10) 5,5 (±1,5) 31 (±5) 0,10 0,90 0,57 
2 89 (±7) 4 (±1) 59 (±7) 0,04 0,96 0,66 
3 134 (±2) 22,5 (±5,5) 92,5 (±11,5) 0,17 0,83 0,69 
6 331 (±5) 144 (±36) 275,5 (±6,5) 0,44 0,56 0,83 
24 1620 (±16) 828 (±8) 1358 (±82) 0,51 0,49 0,84 

Experiment B        
3 293 (±27) 84 (±12) 139 (±9)  0,29 0,71 0,47 
24 2290(±136) 1396 (±46) 1805 (±103)  0,61 0,39 0,80 

a Mittelwert zweier unabhängiger Werte aus verschiedenen Schalen des gleichen Experiments,  
   () Standardabweichung aus drei unabhängigen Infektionen Infektion mit 1 ×107 DHBV-GFP (MOI 10). 
b MW, Mediumwechsel; pH 2,2, pH 2,2 Behandlung der Zellen; anti-preS, Zugabe von preS-Antiserum. 
c bezogen auf die Werte nach Mediumwechsel, internalisiert (pH 2,2 resistent); oberflächengebunden (ergänzend  
   zu internalisiert).  
d AK, Antikörper 

Abb. 2.22 verdeutlicht, dass innerhalb von 24 Stunden immer mehr infektiöse 

oberflächengebundene Viren einen Zustand erreichten, in dem sie resistent gegenüber 

Antikörpern waren, deren Anteil stieg stärker an als der Anteil der internalisierten Viren. Dies 

deutet daraufhin, dass die zellgebundenen Viren an der Oberfläche (in einem Antikörper-

resistenten Kompartiment) akkumulierten und verzögert aufgenommen wurden. Diese 

verzögerte Aufnahme trug so zu der höheren Zahl infizierter Zellen nach Mediumwechsel im 

Vergleich zur Säurebehandlung bei. Diese Beobachtung erklärt auch das obige Ergebnis 

(Tabelle 2.6), das zeigte, dass weit mehr Zellen infiziert wurden, wenn die Inokulationsdauer 

in der gleichen Schale verlängert wurde, als durch Infektionen eine neuen Schale mit freien 

Viren aus dem Überstand.  
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Abb. 2.22 Produktive Viruspartikel akkumulieren in einem Kompartiment an der Zelloberfläche. 
PDHs wurden mit 1×107 DHBV-GFP (10 VP/Zelle) inokuliert. Zum angegebenen Zeitpunkt wurde die Infektion 
durch Mediumwechsel, Antikörperzugabe oder pH2,2 Behandlung beendet. Die Anzahl der infizierten Zellen, 
gekennzeichnet durch deren GFP Expression, wurde fünf Tage nach Inokulation bestimmt.  

2.4.10 Die mehrstufige produktive Bindung von DHBV an der Zelloberfläche ist 

energieabhängig 

Um Einblick in die Energieabhängigkeit der verschiedenen Zustände der produktiven 

Bindung, wie sie im vorangehenden Kapitel durch verschiedene Virus inaktivierende 

Agenzien definiert wurden, zu gewinnen, wurde der Einfluss der Temperatur während der 

Inokulation auf die produktiven Viren untersucht.  

Um eine möglichst synchrone Infektion mit einer angemessenen Zahl infizierter Zellen 

innerhalb kurzer Zeit zu erreichen, wurde die Virusinokulation mit 108 VP/DHBV-RFP (100 

VP/Zelle) pro Schale in 0,5 ml bei angegebener Temperatur (37/20/4 °C) für vier Stunden 

durchgeführt. Eine deutlich längere Inkubation der PDHs bei tiefen Temperaturen wäre nicht 

möglich gewesen, da die Zellen sonst absterben. Nach vier Stunden wurden die Zellen einmal 

mit 1×PBS entsprechender Temperatur gewaschen und die Inokulation, wie in Tabelle 2.15 

angeführt, beendet (vergleiche Kapitel 4.2.6). Die Zellen wurden in frischem Kulturmedium 

bei 37 °C bis zur Auswertung inkubiert. Zur Differenzierung der produktiv gebundenen Viren 

an der Zelloberfläche, wurden die Zellen wie in Kapitel 2.4.9 optional mit Säure behandelt 

(Glycinpuffer, pH 2,2) oder neutralisierendes anti-preS Antiserum (D084) ins Medium 

gegeben. Die Auswertung erfolgte nach Standardprotokoll (siehe Kapitel 4.2.7). Die Anzahl 

infizierter Zellen ist in Tabelle 2.15 dargestellt, eine Auswertung der Zustände der 

produktiven Viren an der Zelloberfläche erfolgte in Tabelle 2.16.  
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Tabelle 2.15 Einfluss der Inokulationstemperatur auf die produktive Bindung von DHBV  

 Infektionsereignisse nach Inokulation a und 
Behandlung der Zellen mit b  zelloberflächen-

gebundenc Temperatur 
(°C) 

 MW pH 2,2 anti-preS   relativer Anteil 
37  766 (±30) 160 (±30) 514 (±53)  606 0,79 
20  372,5 (±7,5) 42 (±7) 80,5 (±13,5)  331 0,89 
4  89,5 (±1,5) 0 (±0) 6 (±1)  90 1,00 

a 4 h Inokulation mit 1×108 DHBV-RFP 
b Dargestellt sind Mittelwerte zweier unabhängiger Schalen, () gibt die Standardabweichung des Mittelwerts an 
c (MW minus pH 2,2) 

Tabelle 2.16 Verteilung der produktiven DHBV Partikel an der Zelloberfläche  
Infektionsereignisse der produktiv zelloberflächengebundenen VP a 

stabil b  labil c 
Temperatur 

(°C) gesamt 
 relativer Anteil   relativer Anteil  

37 606    354 0,58  252 0,42 
20 331      39 0,12  292 0,88 
4 90        6 0,07  84 0,93 

a pH 2,2 sensitiv 
b anti-preS resistent (anti-preS minus pH2,2) 
c anti-preS sensitiv (MW minus anti-preS) 

Übereinstimmend mit den Daten aus Tabelle 2.14 waren nach vier Stunden bei 37 °C 79% der 

produktiven Viren säuresensitiv, d.h. noch nicht in die Zellen aufgenommen. Die Inokulation 

bei reduzierter Temperatur führte zu einem höheren Anteil an oberflächengebundenen Viren, 

so lag dieser bei der 20 °C Inkubation bei 89%. Wie bei einer Inokulation bei 4°C, bei der 

keine Penetration der Viren in die Zelle erfolgen kann und anschließender Säurebehandlung 

zu erwarten war, konnte keine produktive Infektion detektiert werden, d.h. alle Viren waren 

noch an der Zelloberfläche lokalisiert und wurden somit inaktiviert. 

Die Sensitivität der zelloberflächenassoziierten Viren gegenüber neutralisierenden 

Antikörpern zeigte einen auffälligen Unterschied abhängig von der Inokulationstemperatur. Je 

tiefer die Inokulationstemperatur war, desto weniger produktive Viren befanden sich in einem 

Kompartiment, in dem sie vor den neutralisierenden Antikörpern geschützt waren (Tabelle 

2.16). Der Anteil der an der Zelloberfläche gebundenen Viren, die sich in einem Antikörper-

sensitiven Kompartiment befanden, stieg mit abnehmender Temperatur von 42% auf 93% an. 

Der Anteil der stabil an der Zelloberfläche gebundenen Viren, die nicht mehr durch 

Mediumwechsel oder Antikörper blockiert werden konnten, sank entsprechend von 58% 

(37°C) auf 7% (4°C). Es erfolgt somit bei tiefer Temperatur eine Akkumulation der Viren in 

dem Antikörper-sensitiven Zustand. Das Erreichen des stabilen Zustands wird durch tiefe 

Temperaturen verhindert und ist somit energieabhängig.  
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Diese Daten zeigen deutlich, dass die produktive Virusaufnahme zwei energieabhängige 

Schritte beinhaltet, zuerst der Übergang der Viren von einem reversiblen, Antikörper-

sensitiven Zustand in einen irreversiblen, Antikörper-resistenten Zustand an der 

Zelloberfläche, gefolgt von dem Eintritt in ein säurestabiles Kompartiment auf dem Weg zur 

produktiven Infektion. Die produktive Bindung von DHBV an PDH ist somit ein 

mehrstufiger, energieabhängiger Prozess.  

2.4.11 Einfluss sinusoidaler Endothelzellen der Leber auf Degradation zellassoziierter 

Viren und Infektion 

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.7) genauer beschrieben, werden die Hepatozyten in vivo 

durch fenestrierte sinusoidale Endothelzellen (SEC, sinusoidal endothelial cells) vom 

Blutstrom abgeschirmt. DHBV aus dem Blut trifft somit mit hoher Wahrscheinlichkeit vor der 

Interaktion mit den Zielzellen, den Hepatozyten, auf eine Barriere von SECs. In vitro ergibt 

sich aufgrund der PDH Präparation eine mit der in vivo Situation nicht vergleichbare 

Zellverteilung. SECs liegen in der Zellkultur nur vereinzelt über den Hepatozyten und können 

damit ihre Barrierefunktion nicht wahrnehmen. Breiner et al. konnten zeigen, dass sowohl in 

vivo als auch in vitro, trotz der genannten Unterschiede, markierte DHBV Partikel 

präferentiell von SECs aufgenommen werden (Breiner et al., 2001a). Wie in Abschnitt 2.1 

und 2.2 gezeigt, unterscheidet sich auch die Degradation von zellassoziierten Viren nicht. Im 

folgenden Experiment sollte daher geklärt werden, inwiefern die SECs in vitro einen Einfluss 

auf die Degradation von DHBV haben.  

Um den Einfluss von SECs auf die Zellassoziation, Degradation und Infektion von DHBV in 

vitro zu untersuchen, wurden aus einer Ente zwei Leberzellpräparationen hergestellt, die sich 

in ihrem Verhältnis von Hepatozyten zu SECs unterscheiden, deren Hepatozytenzahl aber 

nahezu konstant war (siehe Kapitel 4.2.2.1). Endothelzellen können durch die Aufnahme von 

farbmarkiertem acetyliertem LDL (low density lipoprotein, acLDL), das mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff (Alexa488) konjugiert ist, im Fluoreszenzmikroskop identifiziert werden 

(siehe Kapitel 4.2.2.2). In Abb. 2.23 B wird gezeigt, dass die Zellpräparation (PDH+SEC), die 

weniger stark aufgereinigt wurde, einen dreifach höheren Gehalt an SECs aufwies als die 

Kontrollpräparation. Die beiden Zellpräparate wurden nach Standardprotokoll mit DHBV-wt 

inokuliert und die Zellassoziation, Degradation und Infektion nach Standardprotokoll (siehe 

Kapitel 4.2.7) bestimmt.  
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Tabelle 2.17 zeigt, dass nach drei Stunden DHBV Inokulation bei PDH+SEC mit nur 1,3% 

des Virusinputs siebenmal weniger Viren zellassoziiert waren im Vergleich zu der Kontrolle 

mit 9,2%. Nach Mediumwechsel war die Anzahl persistierender Viruspartikel über eine 

Zeitspanne von 6 Stunden in beiden Zellpräparaten vergleichbar und lag konstant zwischen 1-

2% des Inokulums. In den Kontrollzellen wurden Viren innerhalb der folgenden sechs 

Stunden stetig abgebaut wie schon in Abschnitt 2.2.2 beschrieben. Im Gegensatz dazu war 

von Anfang an in der stärker SEC kontaminierten Kultur nur 1% des Inputs detektierbar 

zellassoziiert, keine weitere Degradation konnte beobachtet werden (siehe Abb. 2.23). 

Für diese Beobachtung gibt es zwei mögliche Erklärungen: (i) In der PDH+SEC-Kultur 

wurden im Vergleich zur Kontrollkultur während der Inokulation weniger Viren gebunden. 

Die zellassoziierten Viren unterlagen anschließend keiner Degradation. (ii) Es wurden in 

beiden Kulturen gleich viele Viren gebunden. Die Virusaufnahme und Degradation aber 

verlief in der PDH+SEC-Kultur um ein Vielfaches schneller und war zum Zeitpunkt 0 bereits 

abgeschlossen.  

Betrachtet man die Infektion an Tag 4 (Abb. 2.23 C), so zeigt sich, dass beide Kulturen etwa 

die gleiche Zahl infizierter Zellen aufwiesen. Das bedeutet, dass die Anwesenheit von 

Nichtparenchymzellen für den Erfolg der DHBV-Infektion in vitro irrelevant ist.  

Tabelle 2.17 Einfluss der Zellpräparation auf Zellassoziation und Degradation von DHBV 
 DHBV-Genome pro Schale (×106) a 
 zellassoziiert nach Inokulation b 

 
Input   0 h    

(% Input) 0,75 h 1,5 h 3 h 6 h 
(% zellassoz.) 

PDH 94,8 
(±15,2) 

8,75 (±1,61) 
(9,2%) 

1,71 (±0,36) 2,56 (±0,89) 1,20 (±0,21) 0,94 (±0,34) 
(10,7%) 

PDH+SEC 94,8 
(±15,2) 

1,24 (±0,16) 
(1,3%) 

1,19 (±0,14) 1,41 (±0,12) 1,69 (±0,06) 1,14 (±0,07) 
(91,9%) 

a quantitative PCR-Analyse, Standardabweichung von drei unabhängigen Werten 
b Inokulation für 3 h bei 37 °C 
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Abb. 2.23 PDH-Kulturen mit höherer Kontamination an Nichtparenchymzellen zeigen einen veränderten 
Anteil an anfangs zellassoziierten Virusgenomen, jedoch die gleiche Infizierbarkeit 
Für diesen Versuch wurden zwei PDH-Präparationen (PDH und PDH+SEC), die sich durch einen 
unterschiedlichen Gehalt an Nichtparenchymzellen auszeichneten, gekennzeichnet durch die Menge an SECs, 
verwendet. Die unterschiedlichen Kulturen wurden für 3 h bei 37 °C 100 VP/Zelle inokuliert. (A) Zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Entfernung des Inokulums wurde die Anzahl der Zellassoziierten Viren in 
der qPCR gemessen. Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung aus drei unabhängigen Infektionen. 
(B) Für die Markierung der SECs wurden die PDH-Kulturen für eine Stunde mit Alexa488-markiertem acLDL 
kultiviert und im Fluoreszenzmikroskop analysiert (acLDL). (C) Die Infektion der verschiedenen PDH-Kulturen 
wurde vier Tage nach Inokulation durch eine core-Protein Immunfärbung (D087) ausgewertet (α-core). Die 
Aufnahmen zeigen repräsentative Ausschnitte beider Kulturen. Die Größenbalken entsprechen jeweils 100 µm.  

Offen bleibt die Frage, ob eine Subpopulation (SECs, Kupfferzellen oder Hepatozyten) in der 

PDH-Kultur eine besondere Funktion bei der Etablierung der Infektion erfüllt.  
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2.4.12 Visualisierung der viralen Zellassoziation 

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob es in der Entenleberzellkultur 

Zellpopulationen gibt, Hepatozyten oder NPCs, die bevorzugt Viren aufnehmen und diese 

nachfolgend degradieren. Hierzu sollten aufgereinigte bzw. aufkonzentrierte virale Partikel 

mit einem Fluorophor markiert und deren Lokalisation in der Primärkultur verfolgt werden. 

Um die Spezifität der Farbmarkierung zu bestätigen, wurde des Weiteren das L-Protein der 

Viruspartikel mittels Immunfluoreszenz detektiert.  

Für die Markierung der viralen Partikel wurden zwei verschiedene Möglichkeiten getestet, (i) 

das lipophile Vybrant-DiO oder –DiI, (ii) die kovalente Bindung eines Alexa568 

Succinimidylesters an Oberflächenproteine intakter viraler Partikel.  

2.4.12.1 Lipophile Markierung der Viruspartikel mit Vybrant 

In einem ersten Ansatz wurden die lipophilen Membranfarbstoffe Vybrant-DiI und Vybrant-

DiO für eine Visualisierung der Bindung und Aufnahme von DHBV verwendet. Schon für 

Influenzaviren konnte gezeigt werden, dass es prinzipiell möglich ist, umhüllte Viren auf 

diese Art zu markieren (Lakadamyali et al., 2003). Die lipophile Natur des Farbstoffes 

erforderte zwingend eine Abtrennung von Lipoproteinen aus dem Infektionsserum. Da einige 

Lipoproteine eine ähnliche Dichte wie DHBV aufweisen, war eine Auftrennung der 

Serumkomponenten nach Größe und Dichte erforderlich. Aus diesem Grund wurde eine 

Größenausschluss-Säulenchromatographie gefolgt von einer Auftrennung nach Dichte im 

Sucrosegradienten durchgeführt. Als Kontrolle wurde analog behandeltes negatives 

Entenserum verwendet (vergleiche Kapitel 4.2.4.1). 

Um zu untersuchen, ob es Zellen gibt, die bevorzugt virale Partikel aufnehmen, wurden PDH-

Kulturen mit den Vybrant-markierten DHBV-Präparaten für drei Stunden bei 37 °C inkubiert. 

Als Kontrollen dienten Randfraktionen des Dichtegradienten sowie mit Vybrant behandeltes 

DHBV-negatives Serum und TN-Puffer, die mit den Zellen inkubiert wurden. Zur 

Identifizierung von SECs wurden die Zellen mit acLDL markiert (siehe Kapitel 4.2.2.2).  

Abb. 2.24 zeigt die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie. Zusammenfassend ist zu sagen, 

dass kein zufriedenstellendes Resultat mit dieser Markierung erzielt werden konnte. Es 

konnten kaum fluoreszierende Signale des mit Vybrant–behandelten DHBV-Präparats 

detektiert werden. Da das Signal des DHBV-negativen Serums außerdem deutlich stärker war 

als das virushaltige Präparat, zeigte dieses Experiment, dass die Markierung von DHBV mit 

einem lipophilen Farbstoff nicht möglich war und für diesen Zweck ungeeignet scheint.  



Ergebnisse
 

70 

 

 

Abb. 2.24: Keine spezifische Anfärbung von Zellen durch Vybrant-gefärbte und aufgereinigte DHBV-
Partikel. 
PDH-Kulturen wurden, sechs Tage nach Plattieren, drei Stunden mit Vybrant-DiO (A) oder Vybrant-DiI (B) 
markierten DHBV Partikeln (DHBV-pos.) oder negativem Entenserum als Kontrolle (DHBV-neg.) und bei (B) 
eine weitere Stunde mit acLDL Alexa488 kultiviert. Nach Fixierung der Zellen erfolgte die Analyse mit einem 
konventionellen Fluoreszenzmikroskop. Der Größenbalken entspricht 50 µm.  
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2.4.12.2 Proteinspezifische Markierung von Viruspartikeln mit einem Succinimidylester  

Als Alternative zur Markierung lipophiler Bestandteile von DHBV wurden in einem nächsten 

Ansatz virale Partikel mit einem fluoreszenten Farbstoff chemisch markiert. Bereits Breiner et 

al. führten Bindungsanalysen mit markierten DHBV Partikeln durch. Die Markierung erfolgte 

hier mit einem TexasRed Succinimidylester. Die Ergebnisse zeigten, dass markierte Partikel 

sowohl in vivo als auch in vitro primär in SECs detektiert werden konnten (Breiner et al., 

2001a).  

In dem hier gezeigten Experiment wurden konzentrierte virale Partikel ebenfalls mit einem 

fluoreszenten Farbstoff modifiziert, wobei eine kovalente Bindung proteinspezifisch durch 

Kopplungsreaktion von Alexa546 Succinimidylester an primäre Amine erfolgte. Da bei einer 

Markierung mit TexasRed eine farbstoffbedingte Aufnahme über scavenger Rezeptoren nicht 

ausgeschlossen werden kann und des Weiteren die Alexa-Farbstoffe eine neue Generation von 

Fluorophoren repräsentieren, die sich durch eine stärkere Fluoreszenz und höhere Stabilität 

gegen Photobleaching auszeichnen, wurde sich in diesem Ansatz für dieses Reagenz 

entschieden.  

Um die Aufnahme von DHBV in SECs zu untersuchen, wurden primäre Entenleberzellen mit 

den durch Sedimentation und Auftrennung im Sucrose-Stufengradienten aufgereinigten und 

markierten DHBV-Partikeln (vergleiche Kapitel 4.2.4.2) für drei Stunden bei 37 °C inkubiert. 

Zur Identifizierung der SECs wurde wiederum acLDL Alexa488 verwendet (vergleiche 

Kapitel 4.2.2.2). Zur Verifizierung der spezifischen Detektion markierter DHBV-Partikel 

erfolgte zusätzlich eine Immunfärbung mit einem monoklonalen Antikörper gegen preS 

(1H1). Als Kontrolle wurden alle Schritte analog mit einem DHBV-negativen Entenserum 

durchgeführt. 

Die Analyse am konfokalen Laser Scanning Mikroskop ergab folgendes Bild: (i) Das 

Alexa546-markierte DHBV Präparat konnte zum einen in verschiedenen Zellebenen, zum 

anderen in netzartigen oder vesikulären Strukturen unterschiedlicher Größe detektiert werden. 

(ii) Sowohl das acLDL- als auch das anti-preS Signal konnten etwa 5 µm über der 

Hauptkernebene, der PDH Ebene, lokalisiert werden, was Ergebnisse früherer Studien 

bestätigte (Breiner et al., 2001a; Chojnacki et al., 2005) (siehe Abb. 2.25 A). (iii) Eine 

Kolokalisation von Alexa546 und fluoreszierendem acLDL wies daraufhin, dass Bestandteile 

der markierten Proben häufig in SECs detektiert wurden. Die entsprechende 

Immunfluoreszenzanalyse konnte die DHBV-Spezifität des Signals allerdings nicht immer 

bestätigen. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass eine Aufnahme von DHBV in SECs 
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erfolgen kann, jedoch werden auch kontaminierende und ebenfalls markierte Serumproteine 

aus dem Viruspräparat von den Endothelzellen internalisiert (siehe Abb. 2.25 B). (iv) Die 

Bindung und Aufnahme von DHBV in andere Zellpopulationen, gekennzeichnet durch die 

Abwesenheit einer Kolokalisation mit acLDL, zeigte, dass die Aufnahme viraler Partikel 

neben SECs auch durch andere Leberzellen erfolgt. Dieses Ergebnis kann somit die 

Beobachtung von Breiner et al. (Breiner et al., 2001a) nicht vollständig bestätigen.  

(v) Insgesamt gestaltete sich die Detektion DHBV-spezifischer Signale als sehr schwierig. 

Dies war zum einen begründet durch die starke Fluoreszenz ausgehend vom markierten 

Präparat. Zum anderen erlaubte die Immunfluoreszenzfärbung zwar eine Bestätigung der 

DHBV-Spezifität (siehe Abb. 2.25 C), allerdings war die Detektion durch die sehr seltenen 

Virus-Zell-Interaktionen erschwert.  

Allgemein kann aus diesen Beobachtungen geschlossen werden, dass die 

Immunfluoreszenzanalyse für eine eindeutige Zuordnung des spezifischen DHBV-Signals 

unerlässlich ist und folglich die Notwendigkeit einer Fluoreszenzmarkierung zur 

Visualisierung der frühen Schritte der DHBV-Infektion in Frage stellt.  

Diese Ergebnisse lassen keine Interpretation zu, inwiefern SECs eine Rolle bei der Aufnahme 

und dem Abbau viraler Partikel spielen.  

 

A 
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Abb. 2.25 Detektion der Aufnahme chemisch markierter DHBV-Partikel in primärer Leberzellkultur. 
Primäre Entenleberzellen wurden drei Stunden bei 37 °C mit Alexa546-markierten DHBV Partikeln und bei 
Bedarf nach zwei Stunden unter Zugabe von acLDL Alexa488 eine weitere Stunde inkubiert. Nach Fixierung der 
Zellen erfolgte eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung mit einem anti-preS Antikörper und einem Alexa488 
oder (bei Anwesenheit von acLDL Alexa488) Alexa647 gekoppelten Sekundärantikörper. Die Kerne wurden mit 
DAPI gefärbt. Die Analyse erfolgte am konfokalen Mikroskop (sequentielle Aufnahme der Kanäle). Die 
Aufnahmeebene lag etwa 5 µm über der der Hepatozyten.  

 

C 

B 
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2.5 Ausbreitung der Infektion durch Nachkommenviren in vitro 

Die in Kapitel 2.1.4.2 und 2.2.4 beschriebenen Analysen der Infektionskinetik von DHBV in 

vivo und in vitro zeigten einen stetigen Anstieg der Anzahl infizierter Zellen im Laufe der 

ersten Infektionsrunde. Diese Beobachtung warf besonders im Hinblick auf die Infektion in 

vivo die Frage nach der Synchronität der ersten Infektionsrunde sowie der Art der 

Ausbreitung der Infektion durch Nachkommenviren auf. Um diesen Fragen nachzugehen, 

sollte in diesem Abschnitt der Verlauf der DHBV-Infektion in vitro genauer charakterisiert 

werden. Es sollte geklärt werden, ob der Anstieg der Anzahl vereinzelter, infizierter Zellen 

das Resultat einer verzögerten Etablierung der ersten Infektionsrunde oder einer schnellen 

Initiation der zweiten Infektionsrunde durch Nachkommenviren darstellt. Damit verbunden 

war die Frage, ab welchem Zeitpunkt nach Inokulation in vitro Nachkommenviren gebildet 

werden, die ihrerseits neue Zellen infizieren können.  

Für die folgenden Untersuchungen wurde ein polyklonales, neutralisierendes Antiserum (anti-

preS, D084) verwendet, das in der Lage ist, sowohl die Infektion während der Inokulation zu 

verhindern, als auch die Ausbreitung der Nachkommenviren zu blockieren (Bärbel Glass, 

unpublizierte Daten).  

2.5.1 Die erste Infektionsrunde in vitro verläuft synchron  

Um der Frage nachzugehen, ob in vitro Zellen in der ersten Runde verzögert produktiv 

infiziert werden, wurde die Anzahl der core-Protein positiven Zellen täglich innerhalb der 

ersten sechs Tage nach Inokulation bestimmt.  

PDHs wurden drei Stunden mit DHBV-haltigem Serum nach Standardprotokoll  inokuliert. 

Die Ausbreitung von Nachkommenviren wurde durch die Zugabe neutralisierender 

Antikörper verhindert (siehe Kapitel 4.2.6). Um das Auftreten DHBV positiver Zellen und die 

Replikation der DHBV-DNA zu verfolgen, wurden alle 24 Stunden Zellen für die 

Immunfluoreszenzanalyse fixiert bzw. für eine quantitative Analyse mittels PCR lysiert (siehe 

Kapitel 4.2.7).  

Abb. 2.26 A zeigt, dass in der Immunfluoreszenzanalyse ab Tag 3 p.i. eine Detektion DHBc-

positiver Zellen möglich war. Die Signalintensität war hierbei in den meisten Zellen noch sehr 

schwach ausgeprägt, stieg aber innerhalb der folgenden zwei Tage an. Während zwischen Tag 

3 und 5 die Expressionsstärke des DHBV core-Proteins zwischen den infizierten Zellen 

variierte, war an Tag 6 in allen Zellen eine gleichmäßig starke Expression zu beobachten. Die 

Anzahl infizierter Zellen, die ab Tag 3 detektiert wurde, lag bis Tag 6 konstant bei 3-4% der 
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Gesamtzellzahl. Die neutralisierende Wirkung des anti-preS Antiserums führte dazu, dass zu 

keinem Zeitpunkt eine Sekundärinfektion detektiert werden konnte.  

Die parallel durchgeführte Quantifizierung der DHBV-DNA zeigte, dass auch auf DNA-

Ebene ein stetiger Anstieg zu beobachten war (siehe Abb. 2.26 B). Analog zu Kapitel 2.2.2, 

konnte auch in diesem Experiment innerhalb der ersten 24 Stunden zunächst eine deutliche 

Degradation viraler DNA detektiert werden. Die Gesamtzahl zellassoziierter Genome nahm 

anschließend von Tag 1 bis 4 stetig zu. Mit einer durchschnittlichen Anzahl von 3000 vge 

blieb ab Tag 4 die Anzahl der intrazellulären DHBV-Genome konstant.  

Das Plateau der Proteinexpression an Tag 5 und 6 ging einher mit dem Plateau der Anzahl der 

Virusgenome ab Tag 4. Dies spricht dafür, dass die erste Runde der DHBV-Infektion in vitro 

bezüglich der Expressionsstärke des core-Proteins zwar heterogen, im Hinblick auf die 

Anzahl der infizierten Zellen jedoch synchron ist. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass 

diese Analyse somit den Status quo der ersten Infektionsrunde reflektiert.  
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Abb. 2.26 Verlauf der ersten Infektionsrunde 
PDH wurden für drei Stunden mit 1×108 VP infiziert. Nach Termination der Infektion durch Waschen und 
Zugabe neutralisierender Antikörper, wurden die Zellen zum angegebenen Zeitpunkt fixiert bzw. lysiert und in 
der Immunfluoreszenz (A) bzw. quantitativen PCR (B) analysiert. (A) Die Zahlen geben den Tag der Fixierung 
der Zellen an. Der Größenbalken entspricht 100 µm. (B) Die Fehlerbalken stellen die Abweichung von zwei 
unabhängigen Infektionen dar. 

B 
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2.5.2 Die zweite Infektionsrunde in vitro ist lokal begrenzt 

Im Folgenden sollte untersucht werden, wann erste Nachkommenviren produziert werden, die 

für eine Ausbreitung der Infektion verantwortlich sind. Wie bereits in Abschnitt 2.2.4 und 

2.5.1 gezeigt, waren durchschnittlich drei Tage bis zur Etablierung der ersten Infektionsrunde, 

d.h. bis zur Detektion von core-Protein positiven Zellen in der Immunfluoreszenzanalyse, 

notwendig. Die Ausbreitung von Nachkommenviren begann, abhängig von der Initiation der 

ersten Infektionsrunde, zwischen Tag 5 und Tag 8 p.i.. Wie in Abschnitt 2.4.3 gezeigt wurde, 

korreliert die Effizienz der DHBV-Infektion mit der Konzentration der Viren im Inokulum. 

Dies legt die Vermutung nahe, dass eine lokal erhöhte Konzentration von Nachkommenviren 

ausgehend von einer initial infizierten Zelle die Infektion von Zellen in ihrer Umgebung 

begünstigt. Mit diesem Versuchsansatz sollte deshalb zusätzlich analysiert werden, ob die 

Ausbreitung der Infektion überwiegend lokal begrenzt ist oder auch Zellen, die nicht in 

nächster Nachbarschaft liegen, infiziert werden. 

Zu diesem Zweck wurden die Zellen nach Standardprotokoll mit DHBV-wt infiziert und 

durch Zugabe neutralisierender Antikörper zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inokulation 

die Ausbreitung von Nachkommenviren verhindert (siehe Kapitel 4.2.6). Der Antikörper war 

ab diesem Zeitpunkt über den gesamten Versuchszeitraum im Kulturmedium zugegen. An 

Tag 9 p.i. wurden Infektionsereignisse durch Immunfluoreszenzanalyse und virale DNA 

mittels quantitativer PCR gemessen. 

Wie in Abb. 2.27 A gezeigt, unterdrückt die Gabe von Antikörpern an Tag 1 die Initiation 

einer Sekundärinfektion, zum Zeitpunkt der Analyse waren nahezu nur infizierte Einzelzellen 

detektierbar. Erfolgte die Antikörperzugabe an Tag 2 p.i., konnten in geringem Maße 

Gruppen infizierter Zellen detektiert werden. Ab Tag 3 waren deutlich größere Inseln 

infizierter Zellen zu erkennen. Zwischen Tag 3 und 4 dehnten sich die Infektionsinseln nicht 

deutlich weiter aus. An Tag 4 waren im Wesentlichen alle infizierten Zellen in 

Infektionsinseln lokalisiert und es konnten kaum noch infizierte Einzelzellen beobachtet 

werden. Im Laufe der Tage 5 und 6 p.i. konnte eine weitere Infektionsausbreitung detektiert 

werden.  

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Ausbreitung von Nachkommenviren bereits innerhalb der 

ersten 48 Stunden erfolgt, die zu einer Infektion benachbarter Zellen führt (detektiert am Tag 

9) und nicht mehr durch Antikörperzugabe blockiert werden kann. Die Ausbreitung der 

Infektion auf umliegende Zellen erfolgte somit äußerst effizient und gleichmäßig. Da an Tag 

3 und 4 kaum core-positive Einzelzellen detektiert werden konnten, bedeutet dies, dass die 
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Infektion von Zellen in nächster Umgebung, und nicht weiter entfernt, in der sekundären 

Infektionsrunde dominiert. Dies kann in einer lokal erhöhten Konzentration an 

Nachkommenviren ausgehend von der initial infizierten Zelle begründet sein.  

 

 

 

Abb. 2.27 Initiation und Verlauf der sekundären Infektionsrunden 
PDH wurden für drei Stunden mit 1×108 VP infiziert. Nach Termination der Infektion durch Waschen, wurden 
zum angegebenen Zeitpunkt neutralisierende Antikörper (anti-preS, D084) zugegeben. An Tag 9 p.i. wurden die 
Zellen fixiert bzw. lysiert und in der Immunfluoreszenz (A) bzw. quantitativen PCR (B) analysiert. (A) Die 
Zahlen geben den Tag der Antikörperzugabe an. Der Größenbalken entspricht 100 µm. (B) Die Fehlerbalken 
stellen die Abweichung von zwei unabhängigen Werten dar.  

Betrachtet man die Quantifizierung intrazellulärer DHBV-Genome in der PCR (siehe Abb. 

2.27 B), so zeigt sich, dass die Zahl der DHBV-Genome unabhängig vom Zeitpunkt der 

Antikörperzugabe zwischen 100 und 800 vge/Zelle schwankte. Durch die Antikörperzugabe 

an Tag 1 p.i. waren an Tag 9 p.i. nur etwa 4% aller Zellen infiziert (etwa 4×104 Zellen), die 

insgesamt etwa 4×108 DHBV-Genome produzierten, während an Tag 3 mit bereits 20% 

B 
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infizierten Zellen (2×105 Zellen) eine vergleichbare Menge DHBV-Genome, von 4×108, 

synthetisiert wurde.  

Der Vergleich der Anzahl infizierter Zellen mit der Quantifizierung intrazellulärer DNA zeigt, 

dass dem signifikanten Anstieg der Infektionsereignisse eine weitgehend konstante Anzahl 

intrazellulärer DHBV-Genome gegenübersteht. Dies wirft die Frage auf, ob die Produktion 

von Nachkommenviren in infizierten Zellen im Verlauf einer Infektion einer negativen 

Rückkopplung unterliegt, dies erscheint aufgrund der Gegebenheit, dass DHBV nicht 

zytopathisch ist, sinnvoll und erfordert daher eine effiziente Regulation der Replikation. 

2.5.3 Expression des L-Proteins durch adenovirale Transduktion verstärkt die DHBV-

Infektion in benachbarten Zellen  

Die effiziente Ausbreitung der DHBV-Infektion und gleichförmige core-Proteinexpression 

der Infektionsinseln in vivo und in vitro (siehe Kapitel 2.1.4.2 und 2.2.4) warf die Frage auf, 

ob um die primär infizierte Zelle liegende Hepatozyten auf eine Infektion durch 

Nachkommenviren vorbereitet werden. Es sollte daher untersucht werden, inwiefern virale 

Genprodukte die Infizierbarkeit benachbarter Zellen verbessern können.  

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden rekombinante Adenoviren hergestellt (siehe 

Kapitel 4.2.5) (He et al., 1998), die das L- oder S-Protein zusammen mit GFP jeweils unter 

der Kontrolle eines CMV-Promotors exprimieren (Abb. 2.28).  

 

Abb. 2.28 Schematische Darstellung der Expressionskassetten für GFP und das DHBV L- oder S-Protein 
CMV, CMV-Promotor, A(n) poly(A) sites.  

Um die Expression des L- bzw. S-Proteins nachzuweisen, wurden PDHs für zwei Stunden mit 

den entsprechenden Adenoviren infiziert und zum angegebenen Zeitpunkt lysiert. Durch die 

Analyse im Western Blot mit einem monoklonalen anti-S Antikörper konnte die Expression 

des L- bzw. S-Protein durch die Transduktion der entsprechenden rekombinanten Adenoviren 

verifiziert werden (Abb. 2.29). Eine weitere Beobachtung war, dass L-Protein exprimierende 

Zellen keine relevanten Mengen an S-Protein produzierten. 
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Abb. 2.29 Expression von L- und S-Protein durch adenovirale Transduktion von 293-Zellen.  
PDHs wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen rekombinanter Adenoviren, welche die Gene für GFP (Ad-
GFP), GFP und L (Ad-GFP/L) oder GFP zusammen mit S (Ad-GFP/S) tragen, transduziert und zu den 
angegebenen Zeitpunkten geerntet. Die Proteine wurden in einem 12,5%igen SDS-PAG aufgetrennt und im 
Westernblot mit dem monoklonalen Antikörper gegen das S-Protein (7C12) analysiert. M, Molekulargewichts-
standard in kDa.  

Um den Einfluss der Expression viraler Proteine auf die nachfolgende DHBV-Infektion zu 

untersuchen, wurden PDH-Kulturen mit rekombinanten Adenoviren, die das L- oder S-

Protein zusammen mit GFP exprimierten, für zwei Stunden transduziert und nach 

angegebenen Zeitpunkten mit DHBV-RFP infiziert. Die Adenovirus-transduzierten Zellen 

konnten durch GFP-Expression identifiziert werden und so eindeutig von den RFP-

exprimierenden DHBV-infizierten Zellen unterschieden werden. Die Transduktionseffizienz 

der Adenoviren wurde recht niedrig gehalten, um eine Analyse der Verteilung der Zellen 

möglich zu machen.  

Wie in Tabelle 2.18 gezeigt, waren in Experiment I, mit etwa 10-20% Adenovirus-

transduzierten Zellen, bevorzugt Zellen DHBV-infiziert (79%), die in Kontakt mit L-Protein 

exprimierenden Zellen waren. Im Vergleich dazu waren bei Expression des S-Proteins nur 

33% der RFP-positiven/DHBV-infizierten Zellen benachbart zu den GFP-

positiven/Adenovirus-transduzierten Zellen. In den anderen Experimenten, bei denen weniger 

Zellen tansduziert wurden, war dieser Nachbarschaftseffekt weniger stark aber immer noch 

deutlich. In Experiment II waren 10% der DHBV-infizierten Zellen direkt an L-Protein 

exprimierende Zellen angelagert im Gegensatz zu 1%, die an S exprimierenden Zellen lagen. 

In diesem Versuch wurde auch ein intaktes DHBV-Volllängekonstrukt/genom im 

adenoviralen Kontext getestet, hier waren 3% der DHBV-infizierten Zellen benachbart zu den 

transduzierten Zellen. Bei diesem Konstrukt war das L-Protein unter der Kontrolle des 

endogenen DHBV-L-Promotors und die Expression somit schwächer als bei den 
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rekombinanten Adenoviren, bei denen das L-Protein unter der Kontrolle des CMV-Promotors 

stand. 

Die Ergebnisse dieser drei unabhängigen Experimente mit verschiedenen Zellpräparationen 

und verschiedenen Kontrollen, zeigen, dass die Expression des L-Proteins in transduzierten 

Hepatozyten die DHBV-Infektion von Zellen in deren Umgebung begünstigen kann. Dies war 

nicht der Fall bei Expression von S oder bei dem Kontrollvirus, das nur für GFP alleine 

kodierte. Dies bedeutet, dass der preS-Teil des L-Proteins für den infektionsstimulierenden 

Effekt verantwortlich ist. Da kaum S zusammen mit L-Protein exprimiert wurde und bereits 

frühere Studien zeigten, dass L alleine nicht sekretiert wird, bedeutet dies, dass der 

beobachtete Effekt nicht durch sekretierte SVPs hervorgerufen werden konnte.  

Die Expression von L oder S-Protein zeigte keinen Effekt auf die gesamte Anzahl der 

positiven Zellen. In Experiment I wurde zusätzlich untersucht, ob die Adenovirus 

transduzierten Zellen bevorzugt mit DHBV-RFP infiziert wurden. Bei den mit L 

transduzierten Zellen gab es kaum gelbe Zellen (2/52), während bei der Transduktion von S 

oder nur GFP deutlich mehr gelbe Zellen detektierbar waren (14 bzw. 21 von 52 RFP-

positiven Zellen). Eine mögliche Erklärung hierfür ist die Herunterregulation der Expression 

des zellulären Rezeptors CPD durch das L-Protein, somit kann keine Infektion in diesen 

Zellen erfolgen (Breiner et al., 2001b).  
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Tabelle 2.18: DHBV-L transduzierte Zellen beeinflussen die Infektion von benachbarten Zellen a 

    DHBV-RFP infizierte Zellen 

 

Zeit der 
Adenovirus-
Transduktion 

vor DHBV-
Infektion   

Transduktions-
effizienz    

benachbart zu Ad-
transduzierten Zellen 

  (h)  

Adenovirus- 
transduzierte 

Gene  (%)  gesamt   (%) 

Experiment I          

  24  GFP/L  10  52  41 79 

    GFP/S  10  52  17 33 

    GFP/L + GFP/S  20  50  26 52 

Experiment II          

  48  GFP/L  0,3  2922  280 10 

    GFP/S  0,1  3393  34 1 

    GFP/DHBV1.3 b  0,2  2875  83 3 

    GFP/-  0,1  1696  29 2 

Experiment III          

  48  GFP/L  1,1  62  16 26 

    GFP/-  1,2  84  5 6 
a PDH wurden mit rekombinanten Adenoviren, mit Expressionskassetten für das GFP-Gen und zusätzlich 
verschiedene DHBV-Gene trugen, ein (I) oder zwei Tage (II) vor der DHBV-Infektion für zwei Stunden 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 2×107 (20 VP/Zelle) DHBV-RFP für 24 Stunden inokuliert. Die 
Auswertung der fluoreszierenden Zellen erfolgte nach weiteren fünf Tagen.  
b DHBV1.3, DHBV Genom mit 1,3-facher Überlänge 

2.6 Die DHBV Partikel enthalten nur ein einzelnes DNA Genom 

Man nimmt an, dass die Hepadnaviren im Gegensatz zu den Retroviren nur ein einzelnes 

DNA-Genom im Kapsid verpackt haben. Die rekombinanten Viren ermöglichten auch hier 

durch ihre unterscheidbaren Transgene ein einfaches Experiment. Durch Transfektion aller für 

die Produktion von DHBV-GFP und DHBV-RFP benötigten Plasmide wurde ein gemischtes 

Viruspräparat hergestellt. Falls die Virionen zwei Genome enthielten, würde bei einer 

Infektion von PDHs die Mehrheit der Zellen eine gelbe Fluoreszenz durch Expression beider 

Transgene aufweisen.  

Wie in Abb. 2.30 gezeigt, waren alle Virus-produzierenden LMH-Zellen doppelt 

fluoreszierend (A), während die Mehrheit der mit der gemischten Viruspräparation infizierten 

Hepatozyten zum größten Teil nur grün oder rot fluoreszierend war (B). Dieses Ergebnis 

entsprach der gemischten Infektion mit separat produzierten DHBV-GFP und DHBV-RFP.  



Ergebnisse
 

83 

 
Abb. 2.30 DHBV Partikel sind haploid.  
LMH-Zellen wurden mit den für die Produktion von DHBV-GFP und DHBV-RFP benötigten Plasmiden 
kotransfiziert. Die daraus entstandene Mischung der rekombinanten Viren wurde (durch PEG-Fällung 
aufkonzentriert und) durch Infektion von PDHs auf doppelt fluoreszierende (infizierte) Zellen analysiert. (A) 
GFP und RFP Fluoreszenz von transfizierten LMH-Zellen, sechs Tagen nach Transfektion. In der gemischten 
Darstellung von GFP und RFP sind alle Zellen gelb. (B) Infektion von PDHs mit gemischt produzierten 
rekombinanten Viren. Die Mehrheit der Zellen war nur GFP- oder RFP-positiv. Der Größenbalken entspricht 
100 µm.  

Dieses Experiment zeigt, dass die DHBV Partikel ein einzelnes DNA-Genom enthalten, das 

in die zu infizierende Zelle transferiert wird. Die Möglichkeit, dass die Virionen zwei DNA-

Genome enthalten, wovon nur eines produktiv wird, kann nicht ganz ausgeschlossen werden, 

jedoch ist die Größe das Kapsids so limitierend, dass bereits 400 zusätzliche Nukleotide eine 

produktive Infektion dieser Viren verhindern (Chiang, 1992; Untergasser, 2003), daraus lässt 

sich schließen, dass ein zweites DNA-Genom vermutlich nicht im Kapsid verpackt ist. 

Ein weiterer Schluss, der aus diesem Versuch gezogen werden kann, ist, dass durch die 

Aufarbeitung/Fällung der Viruspräparate mit PEG keine Aggregate von Viren entstanden, die 

unspezifisch aufgenommen wurden und dennoch eine produktive Infektion initiierten. 

 

 

 



Diskussion
 

84 

3 Diskussion 

Die DHBV-Infektion primärer Entenhepatozyten ist ein äußerst wertvolles System, um den 

hepadnaviralen Replikationszyklus zu studieren und Rückschlüsse auf die Infektion in vivo zu 

ziehen. Für die Infektion in vitro ist allerdings eine große Zahl von Viren sowie eine lange 

Inkubationszeit erforderlich, um eine evidente Anzahl Zellen zu infizieren (Klingmuller, 

1992; Klingmuller and Schaller, 1993; Pugh et al., 1987; Pugh and Summers, 1989; Rigg and 

Schaller, 1992; Yao et al., 2003). Diese Beobachtung steht im Gegensatz zur DHBV-Infektion 

in vivo, bei der die Leber von Entenküken nach Inokulation einer relativ geringen Menge 

DHBV in kurzer Zeit vollständig infiziert wird (Jilbert et al., 1988). Daraus wurde bisher 

extrapoliert, dass es eine große Diskrepanz in der Infektionseffizienz zwischen der DHBV-

Infektion in vivo und in vitro gibt. Diese Arbeit überprüft diese Interpretation, indem der 

Erfolg der Infektion in den beiden Systemen in einem engen Zeitraster direkt verglichen wird.  

Ziel dieser Arbeit war die Verbesserung der Infektionseffizienz des Zellkultursystems, um die 

frühen Schritte der Interaktion der Viren mit der Wirtszelle zu charakterisieren. Durch den 

Vergleich mit dem sehr effizienten in vivo System sollten die limitierenden Schritte des in 

vitro Systems ausfindig gemacht werden. 

Im Folgenden werden die frühen Schritte der experimentellen DHBV-Infektion in vivo und in 

vitro untersucht und diskutiert. Anhand der Daten zur Bindung der Viren an der 

Zelloberfläche wird ein Modell vorgeschlagen, das aufzeigen könnte, wie die produktiven 

Viren in die Zelle gelangen. Daran anschließend werden die Daten zur Degradation der 

Viruspartikel und hiermit verbunden die Rolle der Leber als Abwehrorgan besprochen. Des 

Weiteren soll die Infektiosität der Viren erörtert werden. 

3.1 Vergleich der Infektionen in vivo und in vitro 

Die bisher postulierte große Diskrepanz in der Effizienz zwischen der Infektion in vivo und in 

vitro beruht auf einem Vergleich völlig unterschiedlicher Aspekte. Während bisher in vitro 

die Anzahl der primär infizierten Zellen in der ersten Runde betrachtet wurde, wurde bei der 

Infektion in vivo auch die schnelle Ausbreitung von Nachkommenviren nach mehreren 

Replikationsrunden ausgehend von einer unzureichend bestimmten Zahl primär infizierter 

Zellen betrachtet. Dies führte zu der Schlussfolgerung, dass nahezu jedes Virus des 

Inokulums in vivo eine Infektion auslöst.  
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In dieser Arbeit wurden die Infektionssysteme bezüglich der einzelnen Schritte, die zu einer 

Infektion führen, direkt miteinander verglichen (dargestellt in Abb. 3.1). Es wurde gezeigt, 

dass ein großer Überschuss an Viren benötigt wird, um eine signifikante Zahl an Zellen zu 

infizieren, nur etwa jedes 1000. Virus aus dem Inokulum wird in vitro, jedes 250. in vivo, 

produktiv (vergleiche Abschnitt 2.2).  

Im Gegensatz hierzu stehen Ergebnisse von Jilbert et al., die eine Endpunkttitration von 

DHBV in Entenküken durchführten und postulierten, dass bereits ein einzelnes Virus in 

Eintagsküken infektiös ist, beruhend auf der Auswertung der Infektion viele Wochen nach 

Inokulation. Eine Gegenüberstellung der Ergebnisse dieser Arbeit und denen von Jilbert et al., 

ist, wie auch schon von anderen Gruppen bestätigt (Zhang and Summers, 2004), aufgrund der 

großen Unterschiede in der Infektionseffizienz der Enten der jeweiligen Züchter und eines 

anderen Virusstamms problematisch, eine mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass keine 

Degradation von Viruspartikeln erfolgt. 

Die Betrachtung der Infektionseffizienz in Bezug auf die inokulierten Viruspartikel, ist, wie in 

dieser Arbeit gezeigt, nur teilweise sinnvoll, da die Zellassoziation und nachfolgende 

Degradation der Viruspartikel berücksichtigt werden müssten. Die Unterschiede zwischen den 

beiden Infektionssystemen sind nur gering, wenn man nur die in den Leberzellen 

persistierenden Viren berücksichtigt. Die Infektion in vitro ist effizienter als vermutet, 

betrachtet man nur die gebundenen und persistierenden Viren, während die Infektion in vivo, 

ausgehend von der Zahl der vom Inokulum primär infizierten Zellen, ineffizienter als 

prognostiziert ist. Betrachtet man dementsprechend die Infektionseffizienz der persistierenden 

Viren, so zeigt sich, dass jedes zehnte Virus sowohl in vivo als auch in vitro eine als 

Primärinfektion nachweisbare Infektion setzt.  

Bei anderen Viren wird die Infektiosität bzw. der Titer eines Viruspräparates für gewöhnlich 

durch einen sogenannten Plaque Assay bestimmt. Voraussetzung hierfür ist, dass die Viren 

beobachtbare zytopathische Effekte aufweisen, so können durch Lyse der infizierten Zellen 

die Anzahl der Infektionsfoci bestimmt werden, die durch infektiöse Viruspartikel entstanden. 

Bei den meisten Bakteriophagen ist ein Partikel ausreichend, um die Ausbildung einer Plaque 

auszulösen, während bei Animalviren zwischen 1 und 10000 Viruspartikel für eine Plaque 

benötigt werden (vergleiche Tabelle 3.1). Häufig wird dies dadurch erklärt, dass ein großer 

Teil der Viren defekt ist. Nicht ausgeschlossen werden kann jedoch, dass alle Viren in einer 

Präparation im Prinzip in der Lage wären, eine produktive Infektion auszulösen, dies jedoch 

aufgrund der Komplexität des Infektionszyklus nur wenigen Viruspartikeln gelingt. 
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Für DHBV wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass genau das Letztere der Fall ist, die 

Infektiosität eines DHBV Präparates wird nicht durch die Anzahl defekter Viren, die durch 

ein unvollständig repliziertes Genom, unkorrektes Assembly oder unvollständige Virusreifung 

entstehen können, limitiert, sondern durch die Wahrscheinlichkeit, dass ein Virus an die 

Zielzelle gelangt, in diese aufgenommen wird, dort persistiert und eine nachweisbare 

Infektion auslöst.  

Tabelle 3.1 Verhältnis von Viruspartikeln  
zu Plaque-bildenden Einheiten a 

Virus  Partikel/PFU b

Papillomavirus  10000 
Poliovirus  30-1000 
Herpes simplex Virus  50-200 
Adenovirus  20-100 
Semliki-Forest Virus  1-2 
a aus (Flint et al., 2004) 
b PFU, plaque forming units 

Dies wird auch bestätigt durch den Vergleich der Infektiosität zwischen unterschiedlichen in 

Zelllinien hergestellten Viruspräparaten und Viruspräparaten aus Entenserum, die nicht mehr 

als um einen Faktor 2 voneinander abwichen, wenn diese mit PDHs einer Charge getestet 

wurden (vergleiche Kapitel 2.4.1). Diese Konstanz der Infektiosität zwischen Viruspräparaten 

war ein weiterer Hinweis darauf, dass weder der Pool des DHBV-positiven Serums noch die 

rekombinanten Viren größere Mengen defekter Viren (infolge längerer Lagerung oder 

verlängerter Inokulation) enthielten und dass die Infektionsausbeute durch den Zustand der 

Zellen bestimmt wird.  

Die zum Teil große Schwankungsbreite in der Infektionseffizienz in vivo ist darauf 

zurückzuführen, dass Mittelwerte aus verschiedenen Tieren gebildet wurden. Die Initiation 

und Infektionseffizienz variierte teilweise stark von Tier zu Tier. Aufgrund des geringen 

Alters und Größe der Entenküken sind serielle Biopsien nicht durchführbar. Die 

Infektionseffizienz in vitro lag zwischen 4% und 20% abhängig von der jeweiligen 

Zellpräparation bei identischem Viruspräparat und konstanter Viruskonzentration, was 

wiederum ein Hinweis auf die Variabilität der Zellen ist. 
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3.2 Assoziation an Leberzellen 

Wie in Abschnitt 2.1.2 gezeigt, lag die Menge der im Serum detektierten Viren bereits fünf 

Minuten nach intravenöser Injektion im Schnitt bei 6% des Inokulums. Daraus kann 

geschlossen werden, dass mehr als 90% des Inokulums aus dem Blut aufgenommen wurde. 

Wie im Ergebnisteil gezeigt und in Abb. 3.1 illustriert, wird hiervon in vivo ein großer Teil 

der inokulierten Viren in die Leber aufgenommen (Kapitel 2.1.3). In vitro ist die 

Zellassoziation der Viren deutlich langsamer und ineffizienter. Nach drei Stunden sind erst 

etwa 10% der Viruspartikel zellassoziiert. Die Aufnahme der Viren aus dem Medium erfolgt 

in vitro 150-fach ineffizienter. Dies lässt sich zum größten Teil durch das unterschiedliche 

Blut- bzw. Mediumvolumen pro Zelle erklären, das in vitro 30-mal höher ist (0,5 ml/106 

Zellen gegenüber 0,015ml/106 Zellen). Wie in Abschnitt 2.4.3 dargestellt, ist die 

Konzentrationsabhängigkeit der Infektion eine entscheidende Limitation des Systems. In vivo 

ist neben dem günstigeren Verhältnis von Zellzahl zu Mediumvolumen die Zellassoziation 

von DHBV deutlich schneller. Der noch fehlende Faktor 5 kann durch die Blutzirkulation 

erklärt werden, die dafür sorgt, dass durch die Leber innerhalb kürzester Zeit eine große 

Menge Blut strömt und so jede Hepatozyte schnell erreicht werden kann. Im Gegensatz dazu 

steht in der zweidimensionalen primären Zellkultur das Medium über den Zellen und die 

Viren können nur passiv durch Diffusion an die Zellen gelangen. 

Der hohe Anteil der anfänglich leberassoziierten Viren schließt weitgehend aus, dass es ein 

Reservoir im Körper der Ente gibt, das ebenfalls Viren effizient akkumuliert. Dies bestätigte 

auch exemplarisch die Messung der DHBV-DNA in der Lunge, die ähnlich wie die Leber, 

stark durchblutet wird und eine große Oberfläche besitzt. In den Lungenproben verschiedener 

Tiere wurden in der qPCR keine relevanten Mengen von DHBV-DNA gefunden (weniger als 

1×104 vge/g, Daten nicht gezeigt).  
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Abb. 3.1 Vergleich der Zellassoziation, Degradation und Infektion DNA-haltiger Viruspartikel in vivo und 
in vitro.  
Überblick über die Ergebnisse dieser Arbeit und Vergleich der Zellassoziation der Viren, deren Abbau sowie der 
Infektionseffizienz der persistierenden Viren in vivo und in vitro. 

Die genauere Charakterisierung der ersten Schritte der DHBV-Infektion auf molekularer 

Ebene ist nur im in vitro Infektionssystem möglich, da hier zwischen abortiver Bindung und 

einer solchen, die zu einer produktiven Infektion führt, unterschieden werden kann. Dies 

wurde in dieser Arbeit durch die Kombination der Messung aller DNA-haltigen Viruspartikel 

mit Hilfe der quantitativen PCR und der eindeutigen Bestimmung der primären 

Infektionsereignisse unter Einsatz replikationsdefizienter rekombinanter Viren, erreicht. Des 

Weiteren können in vitro die Parameter, die die Bindung und Infektion beeinflussen, 

experimentell verändert werden. Die erste Infektionsrunde kann durch den Einsatz 

blockierender Antikörper oder replikationsdefizienter Viren ohne Überlagerung durch spread, 

untersucht werden. Dies und die Verwendung replikationsdefizienter Viren wäre auch in vivo 

prinzipiell denkbar, allerdings benötigt man hier eine große Anzahl von Versuchstieren und 

sehr große Mengen von Antikörpern bzw. in der Zellkultur produzierter Viren, die aus 

technische Gründen nicht ausreichend konzentriert werden können. 
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3.2.1 Primärbindung von Viruspartikeln 

Alle Ergebnisse bei der die Konzentration der Viruspartikel oder Inokulationsdauer verändert 

wurden, zeigten, dass die primäre Virus-Zell-Interaktion konzentrationsabhängig ist und 

damit eine entscheidende Limitierung des in vitro Systems darstellt (siehe Abschnitt 2.4). 

Diese ist jedoch nicht durch Erhöhung der Viruskonzentration oder verlängerte 

Inokulationsdauer zu kompensieren, da eine weitere Reduzierung des Kulturmediums 

aufgrund der zweidimensionalen Struktur der Zellkultur nicht möglich ist und eine Erhöhung 

der Menge des Inokulationsserums mit einem Verlust der Suszeptibilität gegenüber der 

DHBV-Infektion in Anwesenheit höherer Serumkonzentrationen verbunden wäre (Pugh and 

Summers, 1989). Die Abtrennung von Serumkomponenten ist aufwendig und unvermeidlich 

mit einem erheblichen Verlust von Viren verbunden. 

Wie die Zellassoziation der Viren in Abhängigkeit von der Inokulationsdauer zeigte, ist diese 

innerhalb 24 Stunden nicht sättigbar (Abb. 2.5). Auch durch Erhöhung der Anzahl der 

Viruspartikel war keine Sättigung erreichbar (Abb. 2.11 und Tabelle 2.5). Des Weiteren 

kompetieren SVPs, die die gleiche Zusammensetzung an Hüllproteinen und somit das gleiche 

Bindungsverhalten wie Virionen aufweisen, erst in hohem Überschuss mit den Virionen um 

die Bindung an Interaktionsmolekülen (Abb. 2.14) (Klingmuller and Schaller, 1993). Diese 

Ergebnisse zeigen, dass die Anzahl der primären Bindungsstellen an der Zelloberfläche für 

die Infektion nicht limitierend ist. 

Dieser Befund wurde bekräftigt durch die Untersuchung, ob der zelluläre Interaktionspartner 

CPD für die Zellassoziation limitierend ist (siehe Kapitel 2.4.6). CPD spielt eine 

entscheidende Rolle in der DHBV-Infektion. CPD bindet mit hoher Affinität an die preS-

Region des L-Proteins (Kuroki et al., 1994; Urban et al., 2000). CPD-bindende preS-Peptide 

inhibieren die DHBV-Infektion in PDHs (Breiner et al., 1998; Urban et al., 1998). Antikörper 

gegen CPD und lösliches CPD blockieren ebenfalls die Infektion (Urban et al., 1999; Urban et 

al., 2000). Dennoch ist die ursprünglich postulierte Rolle von CPD als Aufnahmerezeptor 

nicht gesichert und immer wieder umstritten. Mehrere Beobachtungen sprechen dafür, dass 

CPD keinen limitierenden Faktor für die Primärbindung darstellt. CPD ist nur in geringen 

Mengen an der Zelloberfläche präsent. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine massive 

Überexpression von CPD nur in einer geringen Zunahme der Zellassoziation von DHBV 

Partikeln an PDHs resultierte. Ebenso war die Zahl der nachfolgend produktiv infizierten 

Zellen nicht signifikant erhöht (Abschnitt 2.4.6) (Breiner and Schaller, 2000). Diese 

Beobachtung korrelierte mit der Untersuchung der Infektion in CPD überexprimierenden 
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Zellen, deren Suszeptibilität nur geringfügig erhöht war (Tabelle 2.9). Weiterhin wurde bei 

Zellen, in denen eine CPD-Variante überexprimiert wurde, die an der Zellplasmamembran 

arretiert ist, nur eine dreifache Erhöhung der zellassoziierten DHBV Partikel detektiert. Dies 

spricht dafür, dass CPD selbst nicht der limitierende Faktor für die Zellassoziation und 

Infektion von DHBV ist. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere Schritte beim 

Viruseintritt, die zusätzliche Faktoren benötigen, limitierend werden, wenn CPD 

überexprimiert wird und unphysiologische Konzentrationen erreicht. Auch Daten aus der 

Arbeitsgruppe Urban sprechen für eine CPD-unabhängige Primärbindung: synthetische, CPD-

bindende preS-Peptide blockieren zwar die Infektion (Urban et al., 2000), verhindern aber 

nicht die Bindung von DHBV an PDHs (Berit Erbes, persönliche Mitteilung).  

Wie in Abb. 3.2 illustriert, kann die Interaktion von DHBV und CPD nach einer ersten 

Bindung an einen anderen Primärrezeptor entweder (a) an der Zelloberfläche oder (b) nach 

Aufnahme in die Zellen in Vesikeln des endozytischen Weges erfolgen. Hierfür spricht, dass 

DHBV Partikel intrazellulär in Vesikeln detektiert wurden, in denen auch CPD lokalisiert war 

(Breiner et al., 2001a; Breiner et al., 1998).  

 

Abb. 3.2 Modell der Virusbindung und Zeitpunkt der Interaktion mit CPD 
Viren aus dem Zellkulturmedium interagieren mit einem ersten Bindepartner an der Zelloberfläche und treffen 
nachfolgend entweder noch (a) extrazellulär oder (b) nach Internalisation in endozytischen Vesikeln auf CPD.  
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Limitierend für die produktive Infektion ist nicht die Sättigung eines primären 

Interaktionspartners an der Zelloberfläche. Es scheint eher eine Sättigung einer weiteren 

essentiellen Komponente für die produktive Infektion weiter downstream oder die 

Transportrate eines (unbekannten) Rezeptors limitierend zu sein. 

Die mittels quantitativer PCR gemessenen zellassoziierten Viren beinhalten auch 

Viruspartikel, die abortiv mit Zellen interagieren, dafür spricht die reduzierte 

Infektionseffizienz der gebundenen Viruspartikel nach Inokulation bei tiefen Temperaturen. 

Eine Vorbindung der Viren bei 4 °C, wie sie bei vielen Viren, z.B. Herpesviren oder 

Influenzaviren (Lakadamyali et al., 2003; Matlin et al., 1981), standardmäßig durchgeführt 

wird, um eine möglichst effiziente und synchrone Infektion zu erreichen, zeigte eine 20-fache 

Reduktion der Infektion im Vergleich zu 37 °C, während die Bindung der Viruspartikel nur 

dreifach verringert war (siehe 2.4.8). Daraus geht hervor, dass Bindung der Viruspartikel bei 

tiefer Temperatur keine Vorstufe einer produktiven Infektion darstellt und potentiell 

produktive Viren möglicherweise durch einen abortiven Bindepartner abgefangen werden. 

Aus diesem Grund sind Bindungs- und Infektionsversuche, die bei 4 °C durchgeführt werden, 

unter Vorbehalt zu betrachten (Funk et al., 2004b). 

3.2.2 Produktive Bindung der Viren an die Zellen 

Die primäre Anheftung der Viren an die Zellen reflektiert zum einen die abortive Bindung der 

Viren (an nicht-permissive Zellen oder zu einem nicht-produktiven Weg innerhalb einer 

Hepatozyte führend) und zum anderen eine Bindung, durch die die Viren einen Weg zur 

produktiven Infektion einschlagen.  

Ein experimenteller Ansatz, nur diejenigen Viren selektiv zu verfolgen, die in den 

produktiven Internalisationsweg eintreten, war die Nutzung der GFP-/RFP-Expression 

replikationsdefekter rekombinanter Viren. Hiermit wurde gezeigt, dass neben der 

konzentrationsabhängigen Diffusion der Viruspartikel an die Zelle (Kapitel 2.2.1 und 2.4.3) 

ein zweiter kritischer Schritt den Eintritt zur produktiven Infektion limitiert, die äußerst 

langsame Aufnahme zellassoziierter produktiver Viruspartikel (siehe Kapitel 2.4.9). Dies 

scheint auf eine intrinsische Eigenschaft der Zellkultur zurückzuführen zu sein, die jedoch 

nicht auf einer Sättigung der Interaktionspartner an der Zelloberfläche sondern vermutlich 

intrazellulär auf dem Transport der Viren zum Kern oder auch langsamem Zirkulieren eines 

Rezeptors beruht.  
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Wie durch die Kinetik der Säureinaktivierung der oberflächengebundenen Viren gezeigt 

wurde, war nach 24 Stunden immer noch die Hälfte der zellassoziierten Viren an der 

Oberfläche gebunden (siehe Abb. 2.11). Die produktive Internalisierung in vitro ist somit ein 

sehr langsamer Prozess, wie auch schon zuvor postuliert wurde (Kock et al., 1996; Qiao et al., 

1999). Diese Beobachtung bei DHBV steht im Gegensatz zu vielen anderen Viren, wie 

Influenzaviren, adenoassoziierte Viren und Semliki-Forest-Viren (Lakadamyali et al., 2003; 

Seisenberger et al., 2001; White et al., 1980), die innerhalb kürzester Zeit (Sekunden bis 

wenige Minuten) in die Zelle eindringen. Auch bei Herpesviren (HSV-1) erfolgt die 

Aufnahme von etwa 50% des Inokulums in die Zelle innerhalb von 10 bis 15 Minuten (Milne 

et al., 2005; Wanas et al., 1999).  

Durch den Vergleich verschiedener Techniken zur Inaktivierung der rekombinanten 

Viruspartikel wurde die Lokalisation der zellassoziierten produktiven Viren näher untersucht. 

Die Ergebnisse sprechen für ein mehrstufiges Modell des Viruseintritts, der zu einer 

produktiven Infektion führt. Wie in Abb. 3.3 illustriert, befinden sich potentiell produktive 

Viruspartikel in zwei unterschiedlichen Zuständen an der Zelloberfläche, die sich durch die 

Sensitivität bzw. Resistenz gegenüber neutralisierenden Antikörpern unterscheiden. Demnach 

binden die Viren zuerst an einen unbekannten Faktor an der Zelloberfläche und können durch 

Mediumwechsel nicht mehr weggewaschen werden. In diesem Zustand (II) sind sie jedoch 

„labil“ und reversibel gebunden (Abb. 3.3), d.h. noch anfällig gegenüber der Wirkung 

neutralisierender Antikörper. Es ist gut vorstellbar, dass diese erste Bindungsphase wie bei 

anderen Viren der Ankonzentrierung der Viren an der Zelloberfläche dient, um so einen 

leichteren Zugang zu oder einen häufigeren Kontakt mit einem zweiten Interaktionsmolekül, 

das die Aufnahme in die Zelle vermittelt, zu ermöglichen (Dimitrov, 2004; Marsh and 

Helenius, 2006). Zum anderen gibt es „stabil“ und irrreversibel zelloberflächengebundene 

Viren, deren Bindung an die Zelle Antikörper-resistent ist (Abb. 3.3 III). Deren Anteil liegt 

von Anfang bei etwa der Hälfte der oberflächengebundenen Viren. Dies könnte bedeuten, 

dass es zwei unterschiedliche primäre Bindestellen gibt, die jeweils zu einer produktiven 

Infektion führen (Abb. 3.3). Da mit der Zeit immer mehr Viren einen Antikörper-resistenten 

Zustand erreichen (III), spricht dies eher dafür, dass die Viren aus dem labil gebundenen 

Zustand in den stabilen übergehen.  
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Abb. 3.3 Modell der produktiven Virusbindung an Hepatozyten.  
Die Viren befinden sich in verschiedenen Zuständen auf dem Weg zur produktiven Infektion. Die freien Viren 
im Überstand (I) gehen nach Diffusion an die Zelloberfläche zuerst eine labile, reversible Bindung (II), die 
Antikörper-sensitiv ist, ein. Durch eine Konformationsänderung, Rekrutierung eines Co-Rezeptors o.ä. erreichen 
die Viren einen stabilen, Antikörper-resistenten Zustand an der Zelloberfläche (III). Anschließend erfolgt die 
Internalisierung der Viren, sie sind nunmehr auch Säure-resistent, (IV) und lösen eine Infektion aus. CPD stellt 
einen potentiellen Korezeptor dar (vergleiche Abb. 3.2). 

Der Anteil der stabil an der Zelloberfläche gebundenen Viren steigt mit zunehmender 

Temperatur und spricht dafür, dass der Übergang vom labilen in den stabilen Zustand 

energieabhängig ist. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass eine energieabhängige 

Konformationsänderung am Virus etwa durch proteolytische Spaltung erfolgt, ein zellulärer 

Rezeptor rekrutiert oder ein Multimer gebildet wird. Die allmähliche zeitabhängige Resistenz 

gegenüber Antikörpern könnte auch bedeuten, dass zuerst ein einzelner Ligand (S/preS) an 

eine produktive Bindestelle bindet und dass nachfolgend mehrere Rezeptoren rekrutiert 

werden, die an weitere virale Untereinheiten binden, so dass der virale Ligand nach und nach 

nicht mehr zugänglich ist. Da preS rund um das Partikel angeordnet ist, könnte somit ein 

Umschließen des Virus von der Zellmembran erfolgen. In diesem Zustand wäre eine 

Inaktivierung mit Säure noch möglich, anschließend erfolgt die Aufnahme in die Zelle und 

somit ein Schutz gegenüber einer Säurebehandlung. Es ist nicht auszuschließen, dass in einem 

mehrstufigen Prozess auch das S-Protein (gleichzeitig oder nachgeschaltet) in die 

Virusaufnahme involviert sein könnte. Auch Antikörper gegen das S-Protein können die 
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Infektion blockieren (Pugh et al., 1995), allerdings könnte dies auf sterische Hinderung 

zurückzuführen sein, da das S-Protein in hoher Zahl in der Virushülle vorkommt.  

Eine solche Verschaltung mehrerer zellulärer Faktoren ist nicht ungewöhnlich für die 

Virusaufnahme, viele Viren benötigen mehr als einen Rezeptor. Diese Interaktionen können 

parallel oder sequentiell erfolgen. Die Primärbindung kann der Anreicherung der Viren and 

der Zelloberfläche dienen und ist häufig relativ unspezifisch. Als Anheftungsfaktoren dienen 

häufig Komponenten der extrazellulären Matrix (Shukla and Spear, 2001; Ugolini et al., 1999; 

Vlasak et al., 2005). Viele Herpesviren binden in einem ersten Schritt an 

Glykosaminoglykane, meist Heparansulfat (Shukla and Spear, 2001). Die Bindung des Virus 

an den ersten Faktor kann auch Veränderungen im Virus oder der Wirtszelle bewirken, so 

dass erst danach die Interaktion mit dem zweiten Rezeptor erfolgen kann. Ein zweiter 

Rezeptor kann die Effizienz oder auch Spezifität der Bindung der Viren an die Zelle erhöhen. 

Ähnlich wie bei der Anheftung von Lymphozyten an das Endothel, kann eine schnelle 

Bindung an einen ersten „Einfangrezeptor“ einer langsameren Bindung an den zweiten 

Rezeptor vorausgehen (Lawrence and Springer, 1991). Dieser zweite Interaktionspartner kann 

den Viruseintritt durch Auslösen einer Konformationsänderung oder Aktivierung eines 

Signaltransduktionsweges einleiten. Für Viren, die wie DHBV aus dem Blutstrom infizieren, 

ist es von Vorteil, wenn die erste Bindung schnell erfolgt, die zweite Bindung kann dann 

einem langsameren Prozess wie einer stabileren Anheftung oder auch Penetration des Virus 

dienen (Williams, 1991). Wie bereits von Haywood postuliert und vielfach bestätigt, binden 

einige Viren, z.B. Sendaiviren, relativ schwach an einen reichlich vorhandenen Rezeptor und 

interagieren anschließend mit einem zweiten Rezeptor (Dimitrov, 2004; Haywood, 1991; 

Marsh and Helenius, 2006; Smith and Helenius, 2004).  

HIV-1 interagiert beim Eintritt in die Zelle in einem ersten Schritt mit CD4 und nachfolgend 

einem Chemokinrezeptor, diese beiden Rezeptoren lösen Konformationsänderungen in der 

Virushülle zur Einleitung der Membranfusion aus (Berger et al., 1999). Es wurde aber auch 

gezeigt, dass HIV an Heparansulfat und Glykosylceramide für eine erste Interaktion mit der 

Zelle binden kann (Berger et al., 1999; Long et al., 1994). Zellassoziierte Polioviren und 

Rhinoviren stabilisieren ihre Bindung an die Zelle in einem zweiten Schritt, dieses Umsteigen 

ist Temperatur-sensitiv und erfolgt nur bei physiologischen Temperaturen. (zur Übersicht 

(Haywood, 1994).  

Für ein Virus wie DHBV, das über das Blut sein Zielorgan infiziert, erscheint sinnvoll, dass 

es zuerst an einen reichlich vorhandenen Faktor andockt, um dann auf einen Rezeptor mit 
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höherer Affinität umzusteigen, der aber möglicherweise nur selten an der Zelloberfläche 

vorkommt (wie es auch für CPD der Fall ist).  

3.3 Degradation 

Nach Aufnahme der Viren in die Zelle müssen diese, um in den Kern zu gelangen, den 

endozytischen Transportweg durchlaufen und können möglicherweise in ein nicht 

vorgesehenes Kompartiment gelangen, was zu deren Degradation führen kann. Diese 

Möglichkeit soll im nächsten Abschnitt näher diskutiert werden.  

In der in vivo Infektion erreicht ein großer Teil Viren des Inokulums die Leber (siehe Kapitel 

2.1.3). Diese Beobachtung ist nicht unerwartet für ein hepatotrophes Virus, wurde hier jedoch 

erstmals experimentell belegt. Bisher ging man davon aus, dass all diese Viren eine Infektion 

setzen, um so die äußerst effiziente in vivo Infektion zu erklären. Die Beobachtung, dass in 

vitro die Zellassoziation der Viren sehr viel weniger effizient und langsamer ist, wurde meist 

so erklärt, dass die Hepatozyten in der Kultur weniger suszeptibel für die Infektion sind.  

Die in dieser Arbeit quantitative Verfolgung der zellgebundenen Viren zeigte jedoch, dass 

sowohl im Versuchstier als auch in der Zellkultur bis zu 90% der zellassoziierten DHBV-

DNA verschwanden und nicht im Serum bzw. Medium detektiert wurden (vergleiche 

Abschnitt 2.1.2 und 2.2.2). Daraus lässt sich schließen, dass ein großer Teil der Viruspartikel 

in vivo und in vitro in den Zellen der Leber degradiert wird. Die beiden Infektionssysteme 

unterscheiden sich nicht im Ausmaß des Abbaus der zellassoziierten Viren, da diese 

gleichermaßen abgebaut wurden.  

Eine mögliche Erklärung für den starken Abbau der Viruspartikel und die nachfolgend 

verringerte Infektionseffizienz könnte die Anwesenheit neutralisierender Antikörper im 

Infektionsserum sein. Vorstellbar wäre, dass durch die Bindung der Antikörper-komplexierten 

Viruspartikel an Fc-Rezeptoren Effektorsysteme aktiviert werden, die zur Eliminierung der 

Viren durch Phagozytose führen, wie es bereits beispielsweise bei Maul-und-Klauenseuche-

Viren gezeigt wurde (Burton, 2002; McCullough et al., 1988). Dies lässt sich jedoch durch 

folgende Beobachtungen weitgehend ausschließen: (i) Bei der Infektion in vitro ist kein 

Unterschied in der Infektionseffizienz von Viren aus Zellkultur und Serum zu beobachten, 

was gegen einen Fc-vermittelten Abbau spricht (vgl. Abb. 2.9). (ii) DHBV-wt, das mit 

neutralisierendem Antiserum (anti-preS) vorinkubiert wurde, war in der Infektion deutlich 

inhibiert, zeigte jedoch keinen Unterschied bezüglich des Abbaus von DHBV-DNA (siehe 

Kapitel 2.4.5). Auch in einer Studie von Zhang et al. mit Rhesusaffen, denen Simian-
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Immundefizienzviren (SIV) zusammen mit neutralisierenden Antikörpern verabreicht wurden, 

wurde gezeigt, dass die Elimination der Viren unabhängig von Antikörpern im Inokulum 

verlief (Zhang et al., 2002). 

Eine andere Möglichkeit wäre die Anwesenheit maternaler Antikörper im Serum der 

infizierten Versuchstiere, die zu einer beschleunigten Entfernung des Virusinokulums 

vermutlich durch Opsonisierung von Antikörper-gebundenen Viren im Versuchstier führen 

könnte. Zhang et al. zeigten für DHBV eine Korrelation der Rate des Verschwindens der 

(1,6×108 VP) inokulierten Viren aus dem Blut innerhalb der ersten 6 Stunden nach 

Inokulation mit der Anwesenheit maternaler Antikörper im Blut 3-Tage alter Enten (Zhang et 

al., 2005). Die Titer bei Tieren mit maternalen Antikörpern sanken innerhalb einer Stunde auf 

unter 1×103 VP/ml (Zhang et al., 2005). Die in dieser Arbeit anfangs beobachteten Titer der 

inokulierten Viren im Blut waren nur innerhalb der ersten 15 Minuten größeren 

Schwankungen unterworfen (vgl. Tabelle 2.1). Die Menge der Viren im Blut lag innerhalb der 

ersten zwei Stunden deutlich über (um drei Größenordnungen höher) den bei Zhang et al. 

beschriebenen Titern der Enten, die neutralisierende Antikörper aufwiesen (vergleiche Kapitel 

2.1.2 und (Zhang et al., 2005)). Daraus ergibt sich für die Ergebnisse dieser Arbeit: Je höher 

die DHBV DNA-Werte im Serum, umso zuverlässiger ist das Ergebnis, ein Einfluss 

maternaler Antikörper auf die Viruselimination im Blut kann hier weitgehend ausgeschlossen 

werden. Die konstanten Titer im Serum einige Stunden nach Inokulation werden auch von 

Zhang et al. bestätigt (Zhang et al., 2005). Da in der hier gezeigten Arbeit auch in vitro die 

Degradation von Viruspartikeln gezeigt wurde (siehe Kapitel 2.2.2 und 2.2.3), bekräftigt diese 

Beobachtung, dass der gezeigte Abbau in vivo nicht ausschließlich durch maternale 

Antikörper hervorgerufenen werden kann.  

Die Beobachtung, dass neben der DHBV-DNA auch das virale L-Protein in der 

Leberzellkultur degradiert wird (siehe Abb. 2.7), lässt eine weitere Schlussfolgerung zu: Da 

bei der quantitativen PCR die Virus-DNA und bei der Proteinanalyse im Westernblot 

hauptsächlich die in großem Überschuss vorliegenden SVPs untersucht werden, bedeutet dies, 

dass sowohl Virionen als auch SVPs degradiert werden. Demnach sind beide Arten viraler 

Partikel vergleichbar anfällig für einen intrinsischen Abwehrmechanismus der Leber, der auch 

in der Zellkultur noch aktiv ist. 

Die vergleichbare Degradation der DHBV-DNA und des L-Proteins spricht dafür, dass nach 

der Aufnahme in die Zelle Virionen und SVPs in das gleiche zelluläre Kompartiment 

transportiert und dort abgebaut werden. Es ist vorstellbar, dass der Abbau der Viruspartikel (i) 
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noch in einem Organell des endozytischen Transportweges vor dem uncoating, der Trennung 

des Kapsids von der Hülle, oder (ii) im Zytoplasma auf dem Weg zum Kern durch das 

Proteasom erfolgt (Schwartz et al., 1998). 

Es existiert die Hypothese, dass virale Partikel von der Zelle als Aggresomen erkannt werden  

und hierdurch Proteasomen zur Proteindegradation rekrutieren (Garcia-Mata et al., 2002). Für 

einige Viren, wie adenoassoziierte Viren (AAV) oder dem humanen Immundefizienzvirus 

(HIV-1), wurde gezeigt, dass die Inhibition des Proteasoms die Effizienz der viralen Infektion 

erhöhen kann (Douar et al., 2001; Schwartz et al., 1998; Wei et al., 2005; Yan et al., 2002). 

Im Gegensatz hierzu wurde z.B. bei Influenzaviren (Khor et al., 2003), Sendaiviren und 

Vesicular-Stomatitis-Viren (Watanabe et al., 2005) gezeigt, dass die Proteasomaktivität für 

die Initiation der Infektion notwendig ist. 

Um diese Möglichkeiten für die DHBV-Infektion zu prüfen, wurden Versuche mit 

endosomalen und proteasomalen Inhibitoren durchgeführt (siehe Abschnitt 2.4.7). Diese 

sollten Aufschluss darüber geben, ob die Degradation im Laufe des endozytischen 

Transportweges oder im Zytoplasma erfolgt. Die Behandlung mit dem Inhibitor Bafilomycin 

A1, der den Übergang von frühen ins späte Endosom und somit die Weiterreichung an und 

Degradation im Lysosom blockiert, zeigte keinen Einfluss auf die Degradation der 

zellassoziierten Viruspartikel, führte jedoch zu einer deutlichen Reduktion der Infektion 

(siehe Kapitel 2.4.7.1). Daraus lässt sich vermuten, dass zwar die Ansäuerung im späten 

Endosom wichtig für die Etablierung der Infektion ist, aber keinen Einfluss auf die 

Degradation der Viruspartikel hat. Durch die Behandlung der Zellen mit zwei verschiedenen 

Proteasominhibitoren konnte keine eindeutige Aussage bezüglich des Einflusses auf die 

Degradation der Viruspartikel erzielt werden (siehe Kapitel 2.4.7.2). Die DHBV-Infektion 

war bei beiden Substanzen deutlich inhibiert. Um die Rolle des Proteasoms bei der 

Degradation und Infektion näher zu untersuchen, wären weiterführende Experimente 

notwendig, die auch die Untersuchung der Degradation des L-Proteins miteinbeziehen sollten. 

Zum heutigen Zeitpunkt ist daher keine Aussage möglich, in welchem zellulären 

Kompartiment die Degradation der Viruspartikel erfolgt. 

Die Degradation von DHBV ist das Ergebnis einer effizienten Verteidigungsstrategie gegen 

die Virusinfektion entweder der Hepatozyten selbst oder der Nichtparenchymzellen. 

Vergleicht man die komplexe Morphologie der Leber mit der der Leberzellen in Kultur, so 

zeigen sich fundamentale Unterschiede (Abb. 3.4). Aufgrund dieser sehr unterschiedlichen 

Morphologie fällt es schwer, zu erklären, wie und wo es möglich ist, dass sowohl im 
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Versuchstier als auch in der Zellkultur der gleiche Anteil zellassoziierter Viren degradiert 

wird (vergleiche Kapitel 2.1.3 und 2.2.2).  

Wie bereits in Abschnitt 1.7 beschrieben, kleiden in vivo SECs die Blutgefäße in der Leber 

aus und bilden so eine physikalische Barriere vor dem Zugang zu den Hepatozyten. In vivo 

sind folgende Szenarien für das Schicksal der Viren die über den Blutstrom in die Leber 

gelangen, vorstellbar (vgl. Abb. 3.4 A): (i) Die Viren werden von den SECs als vorgeschaltete 

Barriere aufgenommen und entweder durch Transzytose weiter in den Disse’schen Raum 

transportiert oder (ii) sie werden in den SECs degradiert, da diese nicht von DHBV infiziert 

werden können (Protzer et al., 1999). (iii) Die Viren gelangen durch die Fenestrae in den 

Disse’schen Raum und von dort an die Hepatozyten, wo sie entweder eine produktive 

Infektion initiieren oder (iv) abgebaut werden.  

 

Abb. 3.4 Vergleich der Morphologie der Leber mit der primären Leberzellkultur und mögliche 
Auswirkungen auf die DHBV-Infektion 
Erläuterungen im Text. (A) modifiziert nach (Breiner, 1998). 

Im Gegensatz hierzu steht die Morphologie der primären Zellkultur. Im Verlauf der 

Präparation primärer Hepatozyten wird die Integrität des Gewebes zerstört. Zwar 

kontaminieren in vitro immer noch eine beträchtliche Anzahl an Nichtparenchymzellen 

(NPC), darunter auch SECs, die primäre Hepatozytenkultur (vergleiche Tabelle 3.2, (Johnston 

and Jasuja, 1994)), das Zusammenspiel der einzelnen Leberzellpopulationen ist jedoch durch 

die veränderte Morphologie gestört (s. Abb. 3.4 B). SECs liegen vereinzelt oberhalb eines aus 

Hepatozyten bestehenden Zellrasens (Breiner et al., 2001a; Chojnacki et al., 2005). Wie in 

Abb. 3.4 B illustriert, sind in vitro für die Viren des Inokulums folgende Szenarien möglich: 

Die Viren gelangen direkt an die Hepatozyten und werden (i) produktiv oder (ii) abortiv in die 

Zellen aufgenommen. (iii) Die Viren treffen zufällig auf SECs und werden abortiv 

aufgenommen oder (iv) durch Transzytose an Hepatozyten weitergereicht.  
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Tabelle 3.2 Vergleich der Anteile der Leberzell- 
population in vivo und in vitro a  

  Leber Primäre 
Leberzellkutura

Hepatozyten 60-65% 85-90% 
SEC  15-20% 5-10% 
Kupfferzellen 8-12% 0,5-2% 
a aus (Klocker et al., 2000) 

Unter der Annahme, dass die Degradation der Viruspartikel in beiden Systemen in der 

gleichen Zellpopulationen erfolgt, müsste dies bedeuten, dass die Viren entweder einen 

vergleichbar guten Zugang zu den degradierenden Zellen, vermutlich SECs, oder eine höhere 

Affinität zu diesen haben. Die Wahrscheinlichkeit, dass Viren auf SECs oder auch andere 

NPCs treffen, ist jedoch im in vivo Infektionssystem aufgrund der zuvor beschriebenen 

Leberstruktur deutlich höher als in der Zellkultur.  

Die Untersuchung des Einflusses von Nichtparenchymzellen auf die Zellassoziation und 

Degradation (s. Kapitel 2.4.11) zeigte, dass in einer stärker mit Nichtparenchymzellen 

kontaminierten Kultur anfangs weniger zellassoziierte Viren detektiert werden können, diese 

jedoch nachfolgend nicht degradiert werden. Es ist unwahrscheinlich, dass Hepatozyten durch 

die Präsenz einer höheren Zahl Nichtparenchymzellen die Fähigkeit verlieren, Viren zu 

binden. Die nahezu konstante Zahl von Hepatozyten im Vergleich zur Kontrolle lässt auch die 

Hypothese ausschließen, dass keine Degradation stattfand (siehe Abb. 2.23). Eher 

wahrscheinlich ist, dass in der NPC-reichen Kultur Viren schneller aufgenommen und 

degradiert wurden. Der konstante Anteil zellassoziierter Viren war vermutlich in einem 

Zelltyp oder Kompartiment lokalisiert, der die Viren vor Degradation schützte. Daraus könnte 

folgende Hypothese aufgestellt werden: NPCs bieten auch in vitro einen Schutz vor der 

Virusinfektion, indem diese vermehrt Viren aufnehmen und degradieren. Viren, die von 

Hepatozyten aufgenommen werden, wären weitgehend vor Degradation geschützt. Es ist 

jedoch nicht auszuschließen, dass auch in Hepatozyten Viren degradiert werden. Die 

Überexpression von CPD mit Adenoviren resultierte in einer weitgehend unveränderten 

Abbaurate. Da SECs nicht durch Adenoviren transduziert werden können (Hegenbarth et al., 

2000), könnte dies ein Hinweis darauf sein, dass der Abbau in SECs statt findet, die nicht 

durch die adenovirale Transduktion beeinflusst wurden.  

Diese Hypothese wird unterstützt durch die Ergebnisse von Breiner et al., die zeigten, dass in 

vivo und in vitro fluoreszenzmarkierte DHBV Partikel präferentiell von SECs aufgenommen 

werden (Breiner et al., 2001a). In deren Arbeit wurde jedoch postuliert, dass die präferentielle 

Aufnahme der Viren in SECs der Transzytose, Weiterreichung an Hepatozyten, dient (siehe 
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Abb. 3.4 A (i) und B (iv)). Transzytose, d.h. Aufnahme in die Zelle und Durchschleusung 

ohne produktive Infektion, wurde bereits für HIV gezeigt, welches hierdurch das Epithel 

überwinden kann (Bomsel, 1997; Kage et al., 1998). 

Da in Kapitel 2.4.11 jedoch gezeigt wurde, dass ein höherer Anteil SECs keinen Einfluss auf 

die Effizienz der Infektion hat, schließt diese Beobachtung eine, wie von Breiner und 

Kollegen spekulierte, obligate Transzytose der Viren durch NPCs in vitro (Abb. 3.4 B) 

weitgehend aus. Vielmehr spricht sie dafür, dass, falls eine Aufnahme in SECs erfolgt, diese 

abortiv ist.  

Offen bleibt, ob eine Degradation von Viruspartikeln ausschließlich in SECs oder auch in 

(verschiedenen Subpopulationen von) Hepatozyten, abhängig vom Zustand der Zellen, erfolgt 

(vergleiche Abb. 3.4). Um die Rolle der SECs bei der Aufnahme und Degradation in 

Reinkultur zu untersuchen, wurde zusätzlich versucht SECs, durch Markierung mit acLDL-

Alexa488 in vivo und in vitro, von Hepatozyten mittels Durchflusszytometrie (FACS, 

fluorescence activated cell sorting) zu trennen, um Degradationsexperimente mit den 

einzelnen Zellpopulationen durchzuführen. Da trotz Einsatz verschiedener Techniken wie 

Kollagenase-, Trypsin-, EGTA-Behandlung keine Vereinzelung der Zellen möglich war, 

konnte keine zufrieden stellende Separierung der Zellpopulationen im FACS erreicht werden 

(Daten nicht gezeigt). Eine weitere Möglichkeit wäre die Trennung der Leberzellen mittels 

Elutriationszentrifugation, um an reinen SEC-Kulturen Versuche durchzuführen. Allerdings 

ist fraglich, inwiefern diese so erhaltenen Ergebnisse auf das Verhalten der SECs in der PDH-

Kultur übertragbar wären.  

In Anlehnung an die Experimente von Breiner et al. (Breiner et al., 2001a), wurde versucht, 

die Aufnahme und Degradation der Viren in vitro zu visualisieren (vergleiche Abschnitt 

2.4.12). Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass zwar ein Teil der Alexa546-markierten 

Proteine in SECs aufgenommen wurde, das Alexa546-Signal jedoch häufig nicht mit dem 

preS-spezifischen Signal der Immunfluoreszenzanalyse übereinstimmte. Zusätzlich wurden 

auch in Zellen, die nicht als SECs gekennzeichnet waren, Viruspartikel zusammen mit der 

Farbmarkierung detektiert (vergleiche Kapitel 2.4.12.1). Die Ergebnisse lassen daher kein 

eindeutiges Urteil zu, welche Zellpopulation für die Degradation der Viruspartikel 

verantwortlich ist. Im Unterschied zu der Arbeit von Breiner et. al., die das zu markierende 

Viruspräparat nur durch Sedimentation aufkonzentrierten, wurde das Viruspräparat für die 

Markierung mit dem Alexa546 Succinimidylester nach einem Sedimentationsschritt 

zusätzlich in einem Dichtegradienten weiter von Serumkomponenten abgetrennt (siehe 
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Kapitel 4.2.4.2). Eine mögliche Detektion markierter Serumproteine anstelle von 

Viruspartikeln konnte in dieser Arbeit durch die ergänzende Immunfluoreszenzanalyse des L-

Proteins, im Gegensatz zu den Experimenten von Breiner et al., eindeutig ausgeschlossen 

werden.  

Die Visualisierung des Eintritts der Viren gestaltet sich dennoch als schwierig. Die Kopplung 

mit dem Alexa-Succinimidylester und der Inkorporierung des Lipidfarbstoffes stellte sich aus 

verschiedenen Gründen als nicht zufrieden stellend heraus (vergleiche Abschnitt 2.4.12). Die 

Aufreinigung und Konzentrierung der Viruspräparate bedarf weiterer Optimierung. Die 

herkömmliche Markierungsmethode weist zudem häufig eine geringe Markierungseffizienz 

auf (Seisenberger et al., 2001), demzufolge wäre für die Fluoreszenzmikroskopie eine noch 

höhere Partikelzahl erforderlich.  

Der Einsatz eines Fluoreszenzproteins wie GFP als Fusionsprotein wurde schon bei 

verschiedenen Viren, wie Alphaherpesviren (Elliott and O'Hare, 1999; Smith et al., 2001), 

Adenoviren (Glotzer et al., 2001), Vacciniaviren (Ward, 2004) oder HIV (McDonald et al., 

2002; Muller et al., 2004), zur Untersuchung des Viruseintritts in Zellen erfolgreich 

eingesetzt. Allerdings dürften im Falle von DHBV nur äußerst wenige Reportermoleküle pro 

Partikel inkorporiert werden, da das Virus vergleichsweise klein ist und sonst vermutlich 

keine Interaktion der Hüllproteine mit der Zelle mehr möglich wäre. Eine weitere Möglichkeit 

wäre die Anwendung einer neuen Technik nach Seisenberger et al., durch die ein einzelnes 

Virus, in diesem Falle AAV, in Echtzeit in einer lebenden Zelle verfolgt werden kann. Diese 

Methode ist jedoch äußerst anspruchsvoll und bedarf einer besonderen technischen 

Ausstattung (Seisenberger et al., 2001). Das Hauptproblem bei der Visualisierung der frühen 

Schritte der DHBV-Infektion liegt allerdings, wie in dieser Arbeit ausführlich beschrieben, 

trotz des Überschusses an Viren und SVPs an der geringen Effizienz der Interaktion der Viren 

mit den Zellen und der sehr langsamen Internalisierung, die eine solche Studie erheblich 

erschweren würden, zumal ein großer Teil der zellassoziierten Viren einen abortiven Weg 

einschlägt. Vielversprechender hingegen ist die Immunfluoreszenzfärbung der Viren aus dem 

Inokulum, die weiter optimiert werden müsste, die jedoch auch keine Analyse in Echtzeit in 

lebenden Zellen erlaubt. 

Unklar ist noch, welcher Mechanismus oder Faktor bei DHBV für die effiziente Aufnahme 

der Viren in die Leber und auch für deren Degradation sorgt. Für das Hepatitis C Virus 

(HCV) wurde gezeigt, dass dessen Oberflächenprotein E2 an das Lektin DC-SIGNR bindet, 

das auf der Oberfläche von Endothelzellen der Leber lokalisiert ist (Lozach et al., 2003; 
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Pohlmann et al., 2003), dies deutet an, dass HCV die Endothelzellen ansteuert, um so in die 

Leber zu gelangen. Der effiziente Transport in die Leber und die dortige Degradation von 

Viren könnte jedoch auch einem allgemeinen Abwehrmechanismus zugrunde liegen. Diese 

Vorstellung könnte überprüft werden, indem man DHBV anderen Tieren wie Mäusen oder 

Ratten injiziert und dessen Verteilung und Stabilität untersucht. Alternativ könnten Enten 

hepatotrophe und nicht-hepatotrophe Viren injiziert werden und deren Verteilung im 

Versuchstier und die Stabilität der Nukleinsäuren in der Leber untersucht werden. In einer 

Untersuchung der Infektion von Rhesusaffen mit SIV wurde in einem dieser Arbeit ähnlichen 

Versuchsansatz, die Verteilung von SIV im Versuchstier nach Inokulation studiert (Zhang et 

al., 2002). Die Studie zeigte, dass radioaktiv markierte SIV-Partikel in vivo innerhalb von 

wenigen Minuten aus dem Blut verschwinden und nach einer Stunde 30% der inokulierten 

radioaktiven Partikel, jedoch nur 0,01% der SIV RNA in der Leber detektierbar waren. Die 

Autoren schlossen daraus, dass der größte Teil der SIV RNA in der Leber bereits vor der 

Gewebeentnahme degradiert war, während die Messung der Radioaktivität nicht 

beeinträchtigt war, da die abgebauten Proteine in der Leber verblieben. 

Da SIV kein hepatotrophes Virus ist, ist daraus zu schließen, dass eine unspezifische 

Anreicherung der Viren in der Leber erfolgte. Offen bleibt dennoch die Rolle der 

Endothelzellen in der Eliminierung viraler Pathogene. Die effiziente Aufnahme und 

Degradation von Viren in der Leber stellt somit auch ein großes Problem für die Gentherapie 

mit viralen Vektoren dar. Der Mechanismus dieser schnellen Eliminierung muss daher noch 

besser aufgeklärt werden und Strategien, um dieses Hindernis zu überwinden, müssen 

entwickelt werden. 

3.4 Verlauf der ersten und zweiten Infektionsrunde 

Bisher wurde gezeigt, dass der entscheidende Unterschied zwischen den beiden 

Infektionssystemen in der Zellassoziation der Viren liegt, der mit der sehr hohen 

Konzentration der Viren in Blut und Leber erklärt wurde. Kein weiterer wesentlicher 

Unterschied zwischen den beiden Systemen zeigte sich im Abbau der zellassoziierten Viren, 

da in beiden Infektionssystemen ein vergleichbarer Anteil an Viren persistierte. Diese 

Beobachtung führte zu der Frage, ob sich die Infektionssysteme in der Suszeptibilität der 

Hepatozyten für die DHBV-Infektion unterscheiden. Wie bereits in Kapitel 3.1 erörtert, 

unterschieden sich die Systeme nicht in der Infektionseffizienz der persistierenden Viren, 

jedoch in der Geschwindigkeit der Etablierung der ersten Infektionsrunde, die per Definition 

durch die Detektion eindeutig core-Protein positiver Zellen gekennzeichnet war. 
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In vivo waren bereits an Tag 1 vereinzelte Leberzellen produktiv infiziert, deren Zahl stieg 

innerhalb der ersten drei Tage kontinuierlich an. Dies führte zu dem Schluss, dass einige 

Hepatozyten äußerst schnell während andere verzögert eine detektierbare Infektion etablieren. 

Die exakte quantitative und qualitative Untersuchung der ersten Infektionsrunde war 

erheblich erschwert, da ab dem dritten Tag infizierte Zellen aus der ersten Infektionsrunde 

durch Sekundärrunden überlagert werden. Die Heterogenität der ersten Infektionsrunde in 

vivo könnte auf einer unterschiedlichen Suszeptibilität der Hepatozyten für die DHBV-

Infektion basieren. Eine andere Erklärung für den Anstieg der Zahl der infizierten Zellen 

wäre, dass Viren in einem Reservoir (in oder außerhalb der Leber) akkumulieren und langsam 

an die Hepatozyten abgegeben werden. Ein (größeres) Reservoir außerhalb der Leber 

erscheint unwahrscheinlich, da schnell ein Großteil der Viren in der Leber detektiert wurde 

(siehe Abschnitt 2.1.2). Gegen eine signifikante Abgabe von Viren aus einem solchen 

Reservoir zurück ins Blut spricht auch die Beobachtung, dass während der ersten zwei Tage 

nach Inokulation keine größeren Virusmengen im Serum detektiert wurden. Dennoch ist eine 

kontinuierliche Freisetzung geringer Virusmengen ins Blut nicht ausgeschlossen. Es wäre 

auch möglich, dass Viren in Nichtparenchymzellen wie SECs akkumulieren und verzögert 

durch Transzytose freigesetzt werden. Diese nachträglich lokal sekretierten Viren könnten 

ebenso zu einer verspäteten Infektion führen. Allerdings gibt es, wie bereits in Kapitel 3.3 

diskutiert, keine Daten, die auf eine Transzytose der Viren nach Aufnahme in SECs hinweisen 

(Breiner et al., 2001a). Aufschluss über den Verlauf der ersten Infektionsrunde in vivo, d.h. ob 

die Zahl verzögert infizierter Zellen noch weiter ansteigt, könnte die Verabreichung 

neutralisierender Antikörper nach Virusinokulation geben, um so die Ausbreitung von 

Nachkommenviren zu unterdrücken, allerdings wäre ein solcher Versuch sehr aufwendig und 

bedürfte einer hoher Zahl an Versuchstieren und neutralisierenden Antikörpern. Alternativ 

wäre die Verwendung replikationsdefizienter Viren, wie z.B. rDHBV, möglich. Allerdings 

wäre hierfür eine Optimierung der Produktion der rekombinanten Viren nötig, da bisher keine 

ausreichend hohen Titer in der Zellkultur erzielt werden können. Die Konzentrierung der 

Viren wird bisher durch Präzipitation mit PEG durchgeführt und ermöglicht eine 100-fache 

Anreicherung der Viren, resultierend in einem Standardtiter von etwa 1×108 VP/ml. Für die 

Inokulation eines Versuchstieres wäre eine weitere Konzentrierung der Viren unerlässlich.  

Das Auftreten infizierter Einzelzellen, Dubletten sowie Inseln core-Protein positiver Zellen 

(bestehend aus 3-8 Hepatozyten) an Tag 3 spricht dafür, dass die Ausbreitung von 

Nachkommenviren sowohl in nächster Umgebung, d.h. von Zelle zu Zelle, begünstigt durch 

die hohe Konzentration der Nachkommenviren in der Nähe der primär infizierten Zellen und 
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Leberarchitektur, als auch durch Diffusion der Viren durch den Dissenschen Raum, Eintritt in 

den Blutstrom und hierdurch Neuinfektion weiter entfernter Hepatozyten, erfolgt. Die 

Nachkommenviren werden vermutlich erst nach einer Absättigung der DHBV Bindestellen 

der umliegenden Zellen in das Blut abgegeben werden. Hierfür spricht auch die Beobachtung, 

dass der Virustiter in der Leber im Laufe des zweiten Tages und erst anschließend im Blut 

deutlich ansteigt (vergleiche Kapitel 2.1.4.1). Das Entstehen der Infektionsinseln durch 

Zellteilung ist nicht ganz auszuschließen, jedoch spricht zum einen die Beobachtung, dass im 

Zentrum von Infektionsinseln häufig Zellen stärker core-Protein positiv waren als die 

umliegenden Zellen dagegen, zum anderen, dass Inseln und Einzelzellen gleichermaßen und 

auch in direkter Nähe detektiert wurden, was zumindest gegen eine gleichmäßige Teilung der 

Leber spricht. Der weitere Verlauf der sekundären Infektionsrunden wurde zwischen Tag 4 

und Tag 6 p.i. nicht untersucht, bedingt durch die Heterogenität der Infektion zwischen den 

einzelnen Tieren, wäre eine hohe Zahl von Tieren erforderlich gewesen, um die Ausbreitung 

quantitativ zu bestimmen. In diesem Fall wären Biopsien der Leber die Methode der Wahl, da 

diese Aufschluss über den Verlauf der Infektion in einem Tier geben könnten, allerdings ist 

dies aus technischen Gründen nicht möglich. Die Ausbreitung der Infektion in vivo erreichte 

innerhalb von sieben Tagen alle Hepatozyten der Leber.  

In vitro zeigten Infektionsversuche, dass infizierte Zellen mittels Immunfluoreszenz ab Tag 3 

nach Infektion detektiert werden können. Die so detektierbare erste Infektionsrunde wird in 

vitro somit deutlich später in der Immunfluoreszenz sichtbar als in vivo. Die unterschiedlichen 

Detektionsmethoden, Immunfluoreszenz in vitro und Immunhistochemie in vivo, wiesen eine 

vergleichbare Sensitivität auf (Daten nicht gezeigt), daher kann ein Artefakt ausgeschlossen 

werden. In Anlehnung an den Daten der heterogenen in vivo Infektion wurde vermutet, dass 

die Primärinfektion primärer Hepatozyten ähnlich verläuft. In vitro steigt ab Tag 3 die Zahl 

der infizierten Zellen täglich an. Die Ausbreitung der Infektion wird durch extrazelluläre 

Viren übertragen und kann mit neutralisierenden preS-Antikörpern blockiert werden (Pugh et 

al. zeigten dies bereits 1989, von Funk et al. 2004 wieder entdeckt) (Funk et al., 2004a; Pugh 

et al., 1989). Eine exakte Analyse der ersten Runde in vitro unter Zuhilfenahme 

neutralisierender Antikörper, die die zweite Runde der Infektion durch Nachkommenviren 

blockieren, zeigte, dass die Zahl der sichtbar infizierten Zellen nach Tag 3 unverändert blieb, 

einzig die Expressionsstärke des viralen core-Proteins stieg weiter an (siehe Abb. 2.26). Die 

erste Infektionsrunde unterscheidet sich in vivo und in vitro in der Stärke der Expression des 

core-Proteins, die in vivo bereits an Tag 1, in vitro erst ab 3 Tagen eine detektierbare Menge 

erreicht. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte wiederum das microenvironment in der 
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Leber sein oder stimulierende virale oder zelluläre Faktoren, die die Hepatozyten in der Leber 

hinsichtlich der Geschwindigkeit der Etablierung der Infektion suszeptibler machen.  

Bei der Infektion in vitro waren zwischen Tag 5 und Tag 8 p.i. Infektionsinseln detektierbar 

hinweisend auf Ausbreitung der Infektionen durch Nachkommenviren (vergleiche Kapitel 

2.2.4). Im Vergleich zu der Infektion in vivo ist somit entsprechend zu der Primärinfektion der 

Zeitpunkt bis zur detektierbaren Infektion um einige Tage verzögert. Dies könnte zum einen 

bedeuten, dass die Infektion in vitro insgesamt langsamer abläuft und die Zellen weniger 

suszeptibel für DHBV sind. Wie aber in Kapitel 2.5.2 gezeigt, werden in vitro bereits 

innerhalb der ersten zwei Tage nach Infektion Nachkommenviren gebildet, die ihrerseits 

benachbarte Zellen infizieren. Es scheint, dass die Produktion von Nachkommenviren in vitro 

somit auch sehr schnell erfolgt, allerdings exprimieren die Zellen anfangs nur wenig 

detektierbare Antigene. Die Verzögerung der Infektionsausbreitung in vitro im Vergleich zu 

in vivo beruht somit vermutlich primär auf einer verzögerten Expression viraler Proteine. 

Offen bleibt die Frage, wodurch die Schnelligkeit in der Infektion in vivo hervorgerufen wird.  

Die kinetische Untersuchung der Ausbreitung von Nachkommenviren zeigte, dass trotz des 

signifikanten Anstiegs der Infektionsereignisse die Anzahl intrazellulärer DHBV-Genome 

weitgehend konstant blieb. Die Infektion mit DHBV ist nicht zytopathisch, um dies zu 

gewährleisten, liegt es nahe, dass die Produktion von Nachkommenviren in infizierten Zellen 

im Verlauf einer Infektion einer negativen Rückkopplung unterliegt. Diese Regulation 

könnten sowohl virale als auch zelluläre Faktoren steuern. Wie bereits in der Einleitung 

erwähnt, reguliert zum Beispiel das L-Protein die Größe des cccDNA-Pools im Nukleus 

(Lenhoff and Summers, 1994; Summers et al., 1991) und wirkt nach Phosphorylierung 

transaktivierend (Rothmann et al., 1998). Auch zelluläre Faktoren wie Glucagon und von 

Nichtparenchymzellen sekretierte Faktoren nach Endotoxinstimulation zeigen einen 

inhibierenden Effekt auf die Virusreplikation (Hild et al., 1998; Klocker et al., 2000). 

Wie bereits für die Infektion in vivo erörtert, kann die Ausbreitung der Nachkommenviren 

lokal an die Nachbarzellen, aber auch distal erfolgen, in dem Viren in das Kulturmedium 

abgegeben werden und weiter entfernte Zellen infizieren. In Kapitel 2.5.2 wurde gezeigt, dass 

die Ausbreitung der Infektion nahezu ausschließlich in Form von Infektionsinseln erfolgt. 

Dies zeigt wiederum, dass die lokale Konzentration der Viren entscheidend für eine effiziente 

Infektion ist, auch hier ist das in vitro Infektionssystem durch die zweidimensionale Struktur 

im Vergleich zur Leber benachteiligt. Werden die Nachkommenviren erst einmal ins Medium 

abgegeben, sind sie für eine weitere Infektion weitgehend verloren. Um den Verlauf der 
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Ausbreitung der Infektion in vitro zu studieren, könnte man konstitutiv Virus-produzierende 

Zellen zusammen mit PDHs ausplattierten und die Effizienz der Ausbreitung verfolgen. 

Vorstellbar wäre auch die Transfektion von PDH mit Plasmiden, die ein 

replikationskompetentes Genom sowie ein Reportergen enthalten, um so die Ausbreitung 

ausgehend von der transfizierten Zelle zu beobachten.  

Aufgrund der hohen Synchronität der Ausbreitung der DHBV-Infektion auf Nachbarzellen, 

wurde die Frage gestellt, ob es einen viralen Faktor gibt, der Einfluss auf die Infizierbarkeit 

der Nachbarzellen ausübt. Herpesviren (CMV) bereiten beispielsweise in infizierten Zellen 

die Nachbarzellen auf Infektion vor, indem virale Partikel mRNAs transportieren (Bresnahan 

and Shenk, 2000; Roizman, 2000; Sciortino et al., 2002).  

In dieser Arbeit war eine Stimulation der Infektion von Nachbarzellen durch Überexpression 

von L im adenoviralen Kontext beobachtet worden (Kapitel 2.5.3). Da diese nur nach 

Expression von L und nicht S beobachtet wurde, lässt dies auf einen preS-vermittelten Effekt 

schließen. Dies könnte möglicherweise auf die Rolle des L-Proteins in der zellulären 

Signaltransduktion zurückgeführt werden (Rothmann et al., 1998). Die Möglichkeit, dass das 

L-Protein in Form von SVPs an die Nachbarzellen abgegeben wird, kann ausgeschlossen 

werden, da bei der Expression von L im adenoviralen Kontext kaum S gebildet wurde 

(vergleiche Absatz 2.5.3) und L-Protein für sich exprimiert, im ER zurückgehalten wird 

(Breiner et al., 2001b; Bruss and Ganem, 1991). Interessant wäre ein Experiment mit 

Mutanten im preS-Bereich des L-Proteins, um die für diese Beobachtung verantwortliche 

Signaldomäne einzugrenzen. Diesem positiven Effekt konnte allerdings nicht näher 

nachgegangen werden da das Ausmaß des positiven Effekts des L-Proteins stark von der 

Zellpräparation abhing und gelegentlich nur doppelt so hoch wie in der Kontrolle lag. Ein 

solch geringer Anstieg ist aufgrund des Versuchsaufbaus und der mikroskopischen 

Auswertung nicht statistisch zu erfassen.  

Bruns et al. beschrieben bereits einen infektionsverstärkenden Effekt der subviralen Partikel 

auf Protein- und DNA-Ebene, der bis auf den Bereich in der preS-Domäne des L-Proteins 

zurückverfolgt werden konnte und der auch die essentielle Domäne für die Bindung von CPD 

darstellt (Bruns et al., 1998; Urban et al., 1998). Da dieser Helfereffekt auch noch mehrere 

Tage nach der Inokulation zu beobachten war, ist zu vermuten, dass hierdurch ebenfalls die 

Ausbreitung der Nachkommenviren stimuliert wurde.  
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3.5 Weiterführende Perspektiven 

In dieser Arbeit wurde erstmals im Tiermodell DHBV gezeigt, dass die Degradation von 

Hepadnaviruspartikeln in Leberzellen eine wichtige Determinante für die Infektionseffizienz 

der Viren ist, sowohl in vivo und in vitro wurde die Mehrheit der Viruspartikel nach der 

Zellassoziation sehr schnell degradiert. Auch die Suszeptibilität der beiden Infektionssysteme 

gegenüber der DHBV-Infektion ist vergleichbar, da etwa jedes zehnte Viruspartikel, das 

gegen die Degradation resistent war, eine produktive Infektion auslöste. Diese Ergebnisse 

belegen, dass sich die beiden Systeme hinsichtlich der Effizienz der infizierenden Viren nicht 

im Wesentlichen unterscheiden. Wesentliche Unterschiede der beiden Systeme waren (i) die 

erheblich schnellere und effizientere Zellassoziation der Viren in vivo, vermutlich begünstigt 

durch den Blutstrom und die dreidimensionale Struktur der Leber, die somit eine größere 

Oberfläche bietet und (ii) die schnelle detektierbare Produktivität der Hepatozyten in vivo, die 

sich in den nachfolgenden Runden fortsetzt. Dies könnte auf dem Zustand der Zellen beruhen, 

bedingt durch den Differenzierungsgrad der Hepatozyten oder durch das Zusammenspiel aller 

Leberzellpopulationen. Diese Ergebnisse zeigen keine grundsätzlichen Wege zur 

Verbesserungen der Infektion in vitro auf. Dennoch gelang es, das in vitro System zu 

optimieren, indem die Viruskonzentration erhöht und die Inokulationsdauer verkürzt wurde. 

Zusammen mit der Etablierung der quantitativen PCR wurden auf diese Weise neue Aspekte 

der frühen Schritte der DHBV-Infektion noch weiter untersucht.  

Die Tatsache, dass Viren sehr effizient in der Leber akkumulieren, stellt die Rolle von CPD 

als Primärrezeptor in Frage, da CPD nicht leberspezifisch exprimiert wird und nur transient in 

geringen Mengen an der Zelloberfläche lokalisiert ist. Daher kann CPD kaum für die 

effiziente Anhäufung von DHBV in der Leber verantwortlich sein. Der primäre Bindepartner 

von DHBV müsste daher vielmehr ein häufig vorkommendes leberspezifisches Molekül an 

der Zelloberfläche sein, das die Viren aus dem Blut filtert. Aufgrund der Morphologie der 

Leber spricht dies wiederum für eine Beteiligung der SECs am Infektionsprozess, da die 

Viren im Blut zuerst auf diese Zellen in der Leber treffen. 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit deutlich die Schwierigkeiten bei der 

Identifizierung zellulärer Rezeptoren und Cofaktoren für DHBV zur Entwicklung antiviraler 

Strategien auf. Aufgrund der ineffizienten produktiven Interaktion der Viren mit den Zellen in 

vitro, ist das Screening von cDNA Banken nach einem Faktor, der nicht-suszeptible Zellen 

infizierbar macht, wenig aussichtsreich. Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist die Zellassoziation 

von DHBV im Vergleich zu anderen Viren in vitro ineffizient und ist gefolgt von einem 
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effizienten Abwehrmechanismus der Zellen. Verwendet man nun z.B. eine retrovirale cDNA 

Bank, so muss prinzipiell jede transduzierte Zelle von mindestens einem Viruspartikel 

produktiv getroffen werden. Dazu müssten mindestens 10- bis 100-mal mehr Viren als in den 

gezeigten Versuchen eingesetzt werden, was aufgrund technischer Schwierigkeiten bei der 

Konzentrierung der Viren nicht möglich ist. Dieser Ansatz wäre für DHBV ohne weitere 

Vorarbeiten nicht durchführbar, da cDNA Banken aus Entenlebern nicht kommerziell 

erhältlich sind. Ein weiteres, noch allgemeineres Problem ist, dass diese Methode voraussetzt, 

dass nur ein einzelner Faktor fehlt, um eine Zelle suszeptibel zu machen. Ausgehend von den 

gezeigten Daten dieser Arbeit und auch früherer Arbeiten (Klingmuller, 1992), muss jedoch 

davon ausgegangen werden, dass DHBV wahrscheinlich mit einem zellulären 

Rezeptorkomplex interagiert, welcher mit solch einem Ansatz nicht identifiziert werden 

könnte.  

Vielversprechender wäre das Screening monoklonaler Antikörper gegen zelluläre 

Oberflächenproteine nach der Fähigkeit, die Hepadnavirus-Infektion zu blockieren. Nach dem 

jetzigen Erkenntnisstand, wäre hierfür aufgrund der Verfügbarkeit solcher Antikörper nur das 

humane System praktikabel. Die mit HBV infizierbare Zelllinie HepaRG stellt inzwischen ein 

vielversprechendes System dar, das solche Ansätze ermöglichen könnte, wenn es gelingt, die 

Infektion ähnlich effizient wie die von PDHs zu gestalten.  

Im Gegensatz zu vielen anderen Viren scheint die Strategie der Hepadnaviren nicht darauf 

ausgelegt, in der ersten Infektionsrunde äußerst effizient zu sein. Durch die schnelle 

Aufnahme der Mehrheit der inokulierten Viruspartikel in die Leber erhöht sich die 

Wahrscheinlichkeit, dass mindestens ein einzelnes Virus, das in die Leber gelangt und dort 

den Abwehrmechanismen des Organs entkommt, eine Infektion etabliert. Die nachfolgende 

massive Ausbreitung der Nachkommenviren ermöglicht anschließend die Infektion aller 

Hepatozyten der Leber. Um dieses Konzept zu überprüfen, könnte man Entenküken mit 

seriellen Verdünnungen des Virusinokulums infizieren. Übereinstimmend mit diesem 

Konzept zeigen Versuche von Jilbert et al., dass hohe Virusverdünnungen noch infektiös in 

Enten sind (Jilbert et al., 1996). Die aus einer semi-quantitativen Auswertung gezogene 

Schlussfolgerung, dass ein einzelnes inokuliertes Viruspartikel ausreicht, eine Infektion zu 

etablieren, ist mit den Daten dieser Arbeit, die eine Degradation von Viruspartikeln erfassen, 

nicht kompatibel.  

Die in dieser Arbeit beschriebene Abwehrstrategie der Leber reflektiert wahrscheinlich ein 

generelles Problem für Viren, die über die Blutbahn infizieren. Diese Arbeit beinhaltet Daten, 
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die auch jenseits des hepadnaviralen Systems Relevanz besitzen, dies gilt im Besonderen auch 

für die Gentherapie mit viralen Vektoren, die über das Blut zu ihrem Wirkungsort gelangen 

sollen. Problematisch ist (i) die Akkumulation von Viren in der Leber, falls eine Therapie 

anderorts erwünscht ist. Bei Adenoviren wird zum Beispiel bereits versucht, dem durch 

Mutationen und Austausch der Oberflächenproteine entgegenzuwirken. (ii) Bei einer viralen 

Gentherapie sollte unter Berücksichtigung der Daten dieser Arbeit bedacht werden, dass 

generell eine Degradation von Animalviren in der Leber erfolgen könnte. Der Erfolg einer 

leberspezifischen Gentherapie kann möglicherweise davon abhängen, ob es gelingt, die 

Degradation von Viren in der Leber zu verhindern oder zumindest zu limitieren. 
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4 Material und Methoden 

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Puffer, Lösungen und Methoden, wie 

Transformation, Kultivierung von Bakterien und Gelelektrophorese, die nicht anderweitig 

erklärt sind, entsprechen Standardprotokollen der Molekularbiologie (Sambrook et al., 1989).  

4.1 Materialien 

4.1.1 Chemikalien  
Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma 

(Taufkirchen) in der Qualität p.a. bezogen, sofern nicht anders angegeben. Zellkulturmedien 

und Zusatzstoffe wurden von der Firma Gibco Invitrogen bezogen.  

4.1.2 Enzyme 

Enzyme wurden, falls nicht anders vermerkt, von der Firma New England Biolabs (Frankfurt 

a.M.) bezogen. 

4.1.3 Größenmarker für die Elektrophorese 

Rainbow Molecular Weight Markers (Amersham Biosciences) 

low (RPN 755) von 25 00 bis 45 000 Da 

high (RPN 756) von 14 300 bis 220 000 Da 

Lambda DNA HindIII Marker, 2 (MBI Fermentas) von 125 bp bis 27491 bp 
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4.1.4 Antikörper 

Antigen Isotyp Klon Verdünnung Quelle 

Primärantikörper     

anti-β-Aktin monoklonal, Maus  1:10 000 
(WB) 

Sigma, Taufkirchen 

anti-DHBc polyklonal, Hase D087 1:250 (IFA, 
IHC),  
1:10 000 
(WB)  

(Schlicht et al., 1987a) 

anti-preS polyklonal, Hase D084 1:250 (IFA),  
1:10 000 
(WB) 

(Schlicht et al., 1987a) 

anti-preS monoklonal, Maus 4F8 1:250 (IHC) C. Kuhn, ZMBH, Heidelberg (Aszites) 
anti-preS monoklonal, Maus 1H1 1:250 (IFA) (Pugh et al., 1995) (aufgereinigter 

Hybridomüberstand) 
anti-S monoklonal, Maus 7C12 1:20 (WB) (Pugh et al., 1995) (Hybridomüberstand) 
anti-CPD polyklonal, Hase H879 1:10 000 

(WB) 
(Breiner et al., 1998) 

     
Sekundärantikörper     
Ziege-anti-Kaninchen-Alexa488  1:2000 Molecular Probes, Leiden, NL 
Ziege-anti-Kaninchen-Alexa546  1:2000 Molecular Probes, Leiden, NL 
Ziege-anti-Maus-Alexa647  1:500 (IFA) Molecular Probes, Leiden, NL 

Ziege-anti-Maus-Alexa680  1:20 000 
(WB) Molecular Probes, Leiden, NL 

Ziege-anti-Kaninchen-IRDye800CW  1:20 000 
(WB) Rockland Immunochemicals, USA 

Ziege-anti-Kaninchen-Biotin  (1:10) Sigma, Taufkirchen 

Ziege-anti-Kaninchen-AP  1:20 000 
(WB) Dianova, Hamburg 

WB, Westernblot; IFA, Immunfluoreszenzanalyse 

4.1.5 Oligonukleotide 

5’L_BglII  5’-GCG GAG ATC TAA ACA TTT GGT CAC-3’ 

5’S_BglII  5’-CGC AGA TCT GCT ATA CCA GTC AG-3’ 

3’L/S_NheI  5´-CAA TCT GCT AGC CGA GGA ATC-3´ 

D+241  5’-GTA CTA GAA AAC CTC GTG GAC T-3’ 

D-437  5’-CTA AGT GAT GCC TAG CAG GTA AT-3’ 

Die Nukleotidpositionsangaben beziehen sich auf die 1984 von Mandart und Kollegen 

eingeführte Nomenklatur (Mandart et al., 1984). Die Unterstreichung in der Nukleotidsequenz 

zeigt die Erkennungssequenz der Restriktionsenzyme. Die in dieser Arbeit verwendeten 

Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. 
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4.1.6 Eukaryontische Zelllinien 

293   humane embryonale Nierenzellen (Graham et al., 1977) 

HepG2 humane Zelllinie aus einem hepatozellulären Karzinom, epithelial, adhärent  

  (Knowles et al., 1980) 

LMH  Zelllinie aus dem Huhn (Gallus gallus) aus einem chemisch induzierten  

 hepatozellulären Karzinom aus der Leber, epithelial, adhärent  

(Condreay et al., 1990) 

4.1.7 Bakterienstämme 

DH5α E. coli supE44, lacU169, (O80 lacZM15) hsdR17, recA1, endA1, gyrA1, gyrA96, 

thi1, relA1, (Tetr) (Hanahan, 1983) 

XL1 Blue E. coli hsdR17, endA1, supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, lac(F´, proAB, 

lacIqZ∆M15, Tn10, (Tetr)) (Stratagene) 

BJ5183 E.coli endA sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR(Strr) (Stratagene) 
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4.2 Methoden 

4.2.1 In vivo System 

Das Gewicht eines Eintagsküken betrug im Schnitt 50g. Das Gewicht der Leber wurde mit 

5% des Körpergewichts, somit 2 g, veranschlagt. Das Blutvolumen wurde mit 6% des 

Körpergewichts, 3 ml, kalkuliert. Zur Abschätzung der Zahl der Hepatozyten pro g Leber 

wurde die Leber (1,8 g) eines Eintagskükens perfundiert und mit Kollagenase verdaut. Die 

Anzahl der Hepatozyten wurde durch Zählen der Zellen in der Neubauer-Zählkammer 

(Labotec, Göttingen) ermittelt. Auf diese Weise wurde die Zahl der Hepatozyten mit 1×108 

pro g Leber festgelegt. Im Vergleich hierzu veranschlagten Jilbert et al. 7×108 Hepatozyten 

pro g Entenleber (Jilbert et al., 1992) und Alpini et al. 1,1×108 pro g Leber einer Maus (Alpini 

et al., 1994).  

4.2.1.1 Infektion von Entenküken und Probennahme 

DHBV-negativen 1 Tag alten Entenküken wurden 100 µl eines DHBV-positiven Virusstocks 

(5×109 VP/ml) in die Beinvene injiziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere 

durch intravenöse Applikation des Pentobarbitals Narcoren getötet. Die Blutentnahme wurde 

mittels Herzpunktion durchgeführt. Die Leber wurde über die Pfortader zuerst mit 

physiologischer Kochsalzlösung (B. Braun Melsungen AG) gespült. Für Zeitwerte kleiner 12 

Stunden wurde die ganze Leber in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Für Zeitwerte größer 

12 Stunden wurde der linken Leberlappen für die Analyse der DNA in der quantitativen PCR 

oder der Proteine im Westernblot abgetrennt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren, 

während der rechte Leberlappen für histologische Analysen mit frisch angesetztem 4% 

Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4 perfundiert wurde.  

Zur Serumgewinnung wurde das entnommene Blut nach vollständiger Gerinnung bei 

Raumtemperatur für fünf Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert (Biofuge A, Heraeus GmbH, 

Hanau) und das Serum mit einer Pipette abgenommen. Das Serum wurde anschließend auf 

Eis gestellt oder bei -20 °C gelagert.  
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4.2.2 Zellkulturmethoden 

4.2.2.1 Präparation primärer Entenleberzellkulturen 

Waschmedium 

 Vol.  Endkonzentration 

Spinners MEM 500 ml  

Glutamin (200 mM) 5,6 ml 2,2 mM 

Glucose (5%) 6,0 ml 0,06% 

HEPES (1 M, pH 7,4) 11,5 ml 23 mM 

Insulin 0,16 ml 97 ng/ml 

Na-Pyruvat (100 mM) 28 ml 5,6 mM 

Penizillin/Streptomycin 5,6 ml 50 iU/ml 

 

Präperfusionsmedium 

 Vol.  Endkonzentration 

Waschmedium 150 ml  

EGTA (100 mM, pH 7,4) 0,75 ml 0,5 mM 

Heparin (10000 IU/ml) 0,15 ml 10 IU/ml 

 

Kollagenasemedium  

 Vol.  Endkonzentration 

Williams Medium E 500 ml  

CaCl2 (1M) 1,8 ml 3,6 mM 

Glutamin (200 mM) 5,6 ml 2,2 mM 

Glucose (5%) 6,0 ml 0,06% 

HEPES (1 M, pH 7,4) 11,5 ml 23 mM 

Insulin 0,16 ml 97 ng/ml 

Na-Pyruvat (100 mM) 28 ml 5,6 mM 

Penizillin/Streptomycin 5,6 ml 50 iU/ml 

Für die Kollagenase-Perfusion werden je nach Alter der Ente 75 – 100 mg Kollagenase in 15 ml 
Kollagenasemedium gelöst, durch einen 45µm Filter steril filtriert und zu dem Kollagenasemedium gegeben.  
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Kulturmedium 

 Vol.  Endkonzentration 

Williams Medium E 500 ml  

DMSO 8,7 ml 1,5 % 

Gentamycin 0,55 ml 50 mg/ml 

Glutamin (200 mM) 5,6 ml 2,2 mM 

Glucose (5%) 6,0 ml 0,06% 

HEPES (1 M, pH 7,4) 11,5 ml 23 mM 

Hydrocortison 0,5 ml 4,8 µg/ml 

Inosin 2,8 ml 14 µg/ml 

Insulin 0,16 ml 910 ng/ml 

Na-Pyruvat (100 mM) 28 ml 5,6 mM 

Penizillin/Streptomycin 5,6 ml 50 iU/ml 

 

10×PBS: 80 mM Di-Natriumhydrogenphosphat; 20 mM Natrium-di-Hydrogenphosphat; 1,4 

M NaCl  

Die primäre Entenleberzellkultur (PDH) wurde nach der Methode von Berry und Friend 

(Berry and Friend, 1969), modifiziert durch Galle et al. (Galle et al., 1989) präpariert und ist 

schematisch in Abb. 4.1 dargestellt. 

Die Leber einer DHBV-negativen 2-3 Wochen alten Pekingente wurde über die Pfortader 

mittels einer an eine Pumpe (Masterflex, Easy Load II, Gelsenkirchen) angeschlossene 

BraunüleR (B. Braun Melsungen AG) mit etwa 120 ml des auf 42°C erwärmten 

Präperfusionsmediums für 5-10 Minuten gespült, um noch vorhandenes Blut zu entfernen. 

Hierbei sollte eine Entfärbung der Leber deutlich erkennbar sein. Anschließend wurden 

100 ml 42°C warmen Kollagenasemediums mit einer Flussgeschwindigkeit von 12 ml/min 

durch die Leber geleitet. Die perfundierte Leber wurde entnommen, in kleine Stücke 

geschnitten und in 50 ml Kollagenasemedium im Brutschrank bei 37°C unter Rühren 30 

Minuten nachverdaut. Das Zellhomogenat wurde durch 8- und anschließend 12-lagige Gaze 

filtriert, um größere Gewebereste zu entfernen. Die Zellsuspension wurde bei 20°C und 50×g 

(Rotanta, Hettich, Tuttlingen) vier Minuten lang zentrifugiert. Dabei sedimentierten die 

größeren Leberzellen, hauptsächlich Hepatozyten. Im Überstand befanden sich kleinere 

Nichtparenchymzellen der Leber. 
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Die Leberzellen wurden dreimal mit Waschmedium, das auf 37°C erwärmt wurde, gewaschen 

(jeweils 4 Minuten bei 20°C und 50×g). Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 

37°C warmem Kulturmedium suspendiert und durch ein 40 µm Filter (Cell Strainer, BD 

Falcon, Heidelberg) gegeben, um Zellaggregate abzutrennen. Da sich primäre 

Entenhepatozyten maximal ein bis zweimal in Kultur teilen, musste eine Zellzahl gewählt 

werden, die eine fast konfluente Bedeckung der Zellkulturschale erwarten lässt. Zur 

Ermittlung der Zellzahl wurde hier ein empirisch ermitteltes Verfahren angewendet (B. Glass, 

persönliche Mitteilung). Die Zellen werden mittels dH2O zum Platzen gebracht und der DNA-

Gehalt anhand der optischen Dichte bei 260 nm gemessen. Über die Relation OD260nm von 0,9, 

die etwa 106 Zellen entspricht, wurde die Zellzahl auf 106 Zellen/ml eingestellt. Pro Schale 

einer 12-well Platte (Nunc, Wiesbaden) wurden 1×106 Zellen ausgesät.  

 

Abb. 4.1 Präparation primärer Entenhepatozyten 
Erläuterungen siehe Text. 

Die Leberzellpräparation mit einem höheren Gehalt an Nichtparenchymzellen (PDH+SEC) 

wurde nur einem Waschschritt unterzogen und anschließend, wie oben beschrieben, 

weiterbehandelt und plattiert. In den ersten drei Tagen wurde das Medium täglich, danach alle 

zwei Tage gewechselt. Die Zellen konnten 14-16 Tage in Kultur gehalten werden.  
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4.2.2.2 Charakterisierung der Leberzellkulturen 

Um den Anteil an Endothelzellen in den primären Entenleberzellkulturen zu bestimmen, 

wurden Endothelzellen durch die rezeptorvermittelte Aufnahme von azetyliertem low density 

Lipoprotein (acLDL) identifiziert (Irving et al., 1984). Die PDH-Kulturen wurden hierzu mit 

1 µg/ml Alexa488-markiertem acLDL (Molecular Probes) inkubiert. Nach einer Stunde 

wurden die Zellen dreimal mit 1×PBS gewaschen und anschließend mit 4% Paraformaldehyd 

in PBS, pH 7,4 fixiert oder direkt fluoreszenzmikroskopisch analysiert.  

4.2.2.3 Kultivierung eukaryontischer Zelllinien 

LMH-Kulturmedium  

 Vol.  

DMEM/F12 500 ml 

FCS 60 ml 

NEAA (100×) 6 ml 

Glutamin (200 mM) 6 ml 

Na-Pyruvat (100mM) 6 ml 

Penizillin/Streptomycin 
(50x) 12 ml 

 

HepG2-/293-Kulturmedium  

 Vol.  

DMEM (4,5 g/l Glucose) 500 ml 

FCS 60 ml 

NEAA (100×) 6 ml 

Glutamin (200 mM) 6 ml 

Na-Pyruvat (100 mM) 6 ml 

Penizillin/Streptomycin (50x) 12 ml 

 

Einfriermedium für Zelllinien 70% Medium, 20% FCS, 10%DMSO 

Zellen, die adhärent in Monolayerkulturen in Petrischalen oder Flaschen wachsen, benötigen 

für ihr Wachstum und zur Vitalitätserhaltung regelmäßigen Wechsel des Mediums. Sie sollten 

vor Erreichen der vollständigen Konfluenz subkultiviert werden (Lindl, 2000). Um adhärent 

wachsende Zellen passagieren zu können, müssen sie durch eine Trypsin-Behandlung vom 
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Boden der Kulturflaschen und von den Nachbarzellen gelöst werden. Um das im 

Kulturmedium enthaltene FCS zu entfernen, wurden die Zellen mit 10 ml HBSS (Gibco) 

gewaschen. Anschließend wurde eine entsprechende Menge Trypsin/EDTA (Gibco) auf die 

Zellen gegeben, dass sie gerade bedeckt waren. Nach einer Minute wurde das Trypsin entfernt 

und die Zellen für weitere 5-8 Minuten im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen durch leichtes Klopfen abgelöst, in Kulturmedium resuspendiert und in neue 

Kulturschalen oder Flaschen überführt. Die Zellen werden im Inkubator bei 37°C und 5% 

CO2 kultiviert. Das FCS wurde vor der Verwendung hitzeinaktiviert (56°C, 30 min). 

Soll eine Zelllinie nicht permanent in Kultur gehalten werden, so kann man die Zellen 

einfrieren. Zellen wurden mittels Trypsinbehandlung vom Boden der Zellkulturflasche 

abgelöst und abzentrifugiert. Das Zellpellet wird in Einfriermedium resuspendiert, in 

Cryoröhrchen überführt und in einer Styroporbox langsam bei –80°C eingefroren. 

Eingefrorene Zellen wurden in flüssigem Stickstoff bei –196°C gelagert. Zum Auftauen 

werden Cryoröhrchen mit den Zellen aus dem Stickstofftank genommen und im Wasserbad 

bei 37°C aufgetaut. Zellen der verschiedenen Zelllinien wurden zuerst in ein 50 ml 

Zentrifugenröhrchen überführt und es werden 15-20 ml des entsprechenden Mediums 

tropfenweise zugegeben. Anschließend wird zentrifugiert (1000 rpm, 5 min), das Zellpellet in 

Medium resuspendiert und in die Zellkulturflaschen überführt. Am nächsten Tag wird bei 

allen aufgetauten Zellen das Medium gewechselt. 

4.2.3 Virusanzucht 

4.2.3.1 Produktion rekombinanter Enten Hepatitis B Viren 

Helferplasmide 

pCD4 DHBV1.1-Überlängengenom unter der Kontrolle des immediate earls Promotor-

Enhancer des Cytomegalievirus (CMV), das partiell deletierte 5’-ε-Signal ist nicht 

funktionfähig, von diesem Plasmid werden alle viralen Proteine exprimiert (Bartenschlager, 

1990).  

pMD4∆DR1∆ε basierend auf pCD4, unter der Kontrolle des Metallothioninpromotors (MT) 

(Bartenschlager, 1990). Optimiertes Helferplasmid, bei dem die Verpackungssequenz am 3’-

Ende deletiert ist (Klocker et al., 2003). 
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Transferplasmide 

pCD16C327-GFP basierend auf pCD16-S-GFP. Das Genom steht unter der Kontrolle eines 

CMV-Promotors. Das Gen des viralen S-Proteins ist gegen das Reportergen des grün 

fluoreszierenden Proteins (GFP) ausgetauscht (Protzer et al., 1999). Der endogene DHBV S 

Promotor wurde durch ein 327 bp CMV-Promotorelement (3’-terminale deletiertes 580 bp 

CMV-Promotorelements) ausgetauscht (Timo Kürschner, unpublizierte Daten). 

pCD16C327-RFP basierend auf pCD16C327-GFP, GFP wurde über die 

Restriktionschnittstellen KpnI und HindIII gegen RFP (DsRed2, Clontech) ausgetauscht 

(Scheirich, 2002).  

 

Abb. 4.2: Rekombinantes DHBV Transferplasmid. 
Das Konstrukt basiert auf einem 10% terminal redundanten Überlängegenom (schwarze Linie) (Protzer et al., 
1999) Die subgenomische RNA (Wellenlinie) steht unter der Kontrolle eines 580 bp Cytomegalovirus-IE 
Promotorelement (CMV580). ε bezeichnet die Haarnadelstruktur, die als Verpackungssignal fungiert. Das S-Gen 
wurde über die Schnittstellen KpnI und HindIII gegen das Reportergen ausgetauscht, das, mit den ersten drei 
Aminosäuren des S-Gens fusioniert, exprimiert wird. Die Boxen repräsentieren Gene, gestrichelt umrandete 
Boxen stellen (teilweise) deletierte virale Gene dar. Ein verkürzter 327 bp CMV-Promotor (CMV327) steuert die 
Synthese der mRNA, die für das entsprechende Reportergen (GFP oder RFP) codiert. 

PEG (26%) 26%PEG-6000, 0,01 M HEPES, auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren 

Für die Herstellung von DHBV-RFP und DHBV-GFP wurden LMH-Zellen in 15 cm-Schalen 

mit einer Konfluenz zwischen 50-60% mit jeweils 8 µg eines Helferplasmides und 

entsprechenden Transferplasmides (pCD16C327-GFP oder pCD16C327-RFP) mittels 

Lipofektion unter Verwendung des Transfektionsreagenzes Fugene6 (Roche) transfiziert. 

Diese Zelllinie eignet sich gut für die Produktion von DHBV (Condreay et al., 1990). Zwei 

Tage nach Transfektion wurden die Zellen mit 1×PBS gewaschen und das Medium 

gewechselt. Anschließend wurde das virushaltige Kulturmedium bis Tag 7 nach Transfektion 

gesammelt und anschließend durch einen Zentrifugationsschritt bei 3000rpm zehn Minuten 

geklärt. Die Aufreinigung und Konzentrierung des virushaltigen, geklärten Überstandes 

erfolgte durch Präzipitation mit Polyethylenglykol 6000 (PEG 6000). Hierzu wurden drei 
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Teile virushaltigen Überstandes mit einem Teil der PEG-Lösung versetzt, gemischt und 

mindestens drei Stunden oder über Nacht bei 4°C gefällt. Anschließend wurden die gefällten 

Viren bei 3000rpm und 4°C 30 Minuten pelletiert. Zur 100-fachen Konzentrierung der Viren, 

wurde das Viruspellet in der entsprechenden Menge 1×PBS/10% Glycerin resuspendiert und 

nochmals 1 Minute bei 13 000 rpm zentrifugiert. Die resuspendierten Viren wurden 

aliquotiert und bis zum weiteren Gebrauch bei –80° gelagert.  

Die Quantifizierung der Viren erfolgte nach Auftrennung durch einen Cäsiumchlorid-

Gradienten mittels DNA-Dotblot. 

4.2.4 Aufreinigung und Farbmarkierung von DHBV Partikeln aus Serum  

Als Ausgangsmaterial für die Virusmarkierung mit den lipophilen Membranfarbstoffen 

Vybrant-DiI und Vybrant-DiO (Molecular Probes) oder der Kopplung der Proteine mit 

Alexa546 (Molecular Probes) diente eine Mischung aus Seren experimentell DHBV-16 

infizierter Enten, die 2,5 × 109 Viren pro ml und einen etwa 1000-fachen Überschuss an 

subviralen Partikeln enthielt. Als Kontrolle wurde bei allen Schritten ein DHBV-negatives 

Entenserum mitgeführt. 

4.2.4.1 Lipophile Markierung der Viruspartikel mit Vybrant-DiI und –DiO 

Die Aufreinigung der DHBV-Partikel aus Serum erfolgte für die lipophile Markierung der 

Viruspartikel im ersten Schritt durch Gelfiltration mit einer Superose-6 gepackten Säule. Zur 

Elution wurde 1×TN-Puffer (20mM Tris-HCl, pH 7,4, 140 mM NaCl) und eine 

Fließgeschwindigkeit von 2 ml/min gewählt. Es wurden Fraktionen à 6 ml genommen. Die 

Aufreinigung wurde durch Analyse der Proteine im silbergefärbten SDS-PAGE und der 

DHBV-DNA im DNA-Dotblot verfolgt. Die Fraktionen 16-18, in denen das virale 

Hüllprotein S zusammen mit der DHVB DNA detektiert wurde, enthielten die Mehrheit der 

Viruspartikel. Die DHBV-DNA in den einzelnen Fraktionen wurde relativ zu einem DHBV-

DNA Plasmidstandard quantifiziert. Von 1,5×1010 eingesetzten DHBV DNA-haltigen 

Partikeln wurden 6,6 ×109 VP in den Fraktionen 16 bis 18 wiedergewonnen, was 44% der 

eingesetzten viralen DNA entspricht. Die Mehrheit der Serumproteine wurde von den 

Virionen und subviralen Partikel weitgehend abgetrennt und war in den späteren Fraktionen 

zu finden. 

Im nächsten Schritt wurden die Fraktionen 16-18 vereinigt und je ein Drittel mit 5 µl 

Vybrant-DiO bzw. –DiI pro ml für 45 Minuten bei 37 ° im Dunklen inkubiert. Neben dem 
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negativen Serum als Kontrolle wurde TN-Puffer mit beiden Farbreagenzien inkubiert. 

Während der Inkubation mit Vybrant-DiI entstanden vorwiegend im positiven Serum 

Aggregate, die ausflockten. Um nicht-inkorporiertes Farbreagenz abzutrennen, wurde 

versucht, das Präparat durch Zentrifugation zu klären und direkt für die Inkubation mit Zellen 

zu verwenden. Um eine weitere Trennung von anderen gleichgroßen Strukturen, wurde 

zusätzlich ein Sucrose-Dichtegradientenzentrifugationsschritt eingesetzt. Dazu wurden jeweils 

4,8 ml der Proben wurden auf einen 1,4 ml 15%, 1,4 ml 25%, 1,2 ml 35%, 1,2 ml 45%, und 

0,6 ml 60% Sucrose-Stufengradienten geladen. Die Sucroselösungen wurden in TN angesetzt, 

die Prozentangaben beziehen sich auf Gewicht pro Gewichtsprozent. Die Zentrifugation 

wurde für 18 Stunden bei 140.000×g im SW40 Rotor (Beckman Coulter, Inc.) durchgeführt. 

Der Gradient wurde vom Boden des Röhrchens her fraktioniert, in der ersten Fraktion wurde 

1 ml, in der zweiten 0,5 ml und in den folgenden 18 Fraktionen 10 Tropfen (entsprechend 300 

µl) gesammelt. Die Fraktionen wurden in SDS-PAGE und DNA-Dotblot analysiert. Die 

viralen Proteine L und S befanden sich vorwiegend in den Fraktionen 8 – 10, während die 

DHBV-DNA in den Fraktionen 6 - 8 zu finden war. Die Viren wurden bei einer Dichte von 

etwa 1,12 -1,15 g/cm3 und die subviralen Partikel bei 1,10 – 1,12 g/cm3 angereichert. Die 

Quantifizierung der Peak-Fraktionen im DNA-Dotblot wies einen 2-fachen Verlust der mit 

Vybrant gefärbten Präparate im Vergleich zu ungefärbtem DHBV-positivem Serum auf. Für 

die folgenden Versuche mit PDHs wurde Fraktion 9 verwendet, die im Silbergel den 

Proteinspitzenwert aufwies.  

Für die Bindungs- und Aufnahmereaktion der Fluoreszenzsubstrate und PDHs wurden 50-

100 µl der entsprechenden Fraktionen (Fraktion 9 als Spitzenfraktion mit 1012-1013 Partikeln 

pro ml, sowie weitere Randfraktionen zur Kontrolle) in 500 µl Kulturmedium eingesetzt. 

Nach drei Stunden Inkubation im Dunkeln bei 37 °C wurden die Zellen gewaschen und eine 

weitere Stunde in Kulturmedium inkubiert. Endothelzellen in der mit DHBV Vybrant-DiI 

(rot) inkubierten Zellkultur wurden durch Inkubation mit 1µg/ml acLDL Alexa488 für eine 

Stunde bei 37 °C markiert. Nach Waschen der PDHs mit 1×PBS und Fixierung mit 4% 

Paraformaldehyd wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop analysiert.  

4.2.4.2 Fluoreszenzkonjugate mit Alexa546-Succinimidester 

Eine wichtige Voraussetzung für diese Art der Markierung war eine effiziente 

Reinigungsmethode, bei der Serumproteine entfernt und DHBV-Partikel ankonzentriert 

werden. Zusätzlich zu dem Ansatz nach Breiner et al., die die Viruspartikel nur durch 

Sedimentation aufreinigten (Breiner et al., 2001a), sollte parallel noch ein weiterer 
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Reinigungsschritt durchgeführt werden, um sicher zu gehen, dass kontaminierende 

Serumproteine vollständig entfernt werden. Am besten für diesen Zweck geeignet schien eine 

Sedimentierung und anschließende Auftrennung nach Dichte mit Hilfe von 

Sucrosegradienten, wie schon bei Klingmüller beschrieben (Klingmuller, 1992).  

Jeweils 6 ml DHBV-positiver Entenseren, die zuvor für drei Minuten bei 2500 rpm geklärt 

wurden, wurden durch 3,5 ml 20% Sucrose auf ein 1,5 ml 60 % Sucose-Kissen drei Stunden 

bei 190 000×g im SW 40 Rotor (Beckman Coulter, Inc.) zentrifugiert. Die Sucrose-Lösungen 

wurden in PBSE (1×PBS/1 mM EGTA) hergestellt, die Prozentangaben beziehen sich auf 

Gewicht pro Gewichtsprozent). Die Fraktionen wurden vom Boden des Röhrchens her 

gesammelt, einmal 1,0 ml und neun weitere 0,5 ml Proben. Der Gehalt an viraler DNA im 

DNA-Dotblot und an viralen Hüllproteinen im Coomassieblau-gefärbten SDS-PAG wurde 

jeweils analysiert und zeigte, dass die Viruspartikel, die vorwiegend in den Fraktionen 3 und 

4 detektiert wurden, von einem großen Teil der Serumproteine separiert waren. Die 

viruspartikelhaltigen Fraktionen wurden vereinigt und entweder direkt für die 

Kopplungsreaktion eingesetzt (analog zu (Breiner et al., 2001a)) oder verdünnt in 1×PBSE 

und auf einen Sucrose-Stufengradienten (Stufen: 3 ml 20%, jeweils 1,5 ml 30%, 35%, 40% 

und jeweils 1 ml 45% und 50%) 13 Stunden mit 190 000×g im SW40 Rotor zentrifugiert. Die 

Fraktionen wurden wiederum wie oben beschrieben gesammelt, diesmal jedoch einmal 1 ml 

und 17 weitere Proben à 0,5 ml, und analysiert. Durch die weitere Auftrennung über den 

Dichtegradienten, bei der teilweise Viren von subviralen Partikeln getrennt wurden, konnte 

keine vollständige Eliminierung kontaminierender Serumproteine in den SVP-Fraktionen 

erreicht werden. Die Fraktionen 10 und 11, die den Großteil der viralen Oberflächenproteine 

enthielten, wurden vereinigt und gegen 150 mM Natriumcarbonatpuffer, pH 8,3 umdialysiert 

(Dialysemembran Spectra/Por 3 dialysis tubing MW CO 3500, Serva Electrophoresis).  

Die kovalente Bindung an die DHBV Oberflächenproteine erfolgte durch eine 

Kopplungsreaktion mit Alexa546 Succinimidester (Molecular Probes). Hierzu wurden 10µl 

einer frisch angesetzten Lösung des Farbstoffes (10 mg/ml in DMSO) zu der 

viruspartikelhaltigen Lösung gegeben und Reaktionslösung 1,5 h bei Raumtemperatur im 

Überkopfschüttler inkubiert. Das Konjugat wurde anschließend von überschüssigem Farbstoff 

über eine PD-10 Säule (Amersham Biosciences) abgetrennt und in 1×PBS transferiert und 

diese Fraktionen analysiert. 

Für die Zellassoziation an PDHs wurden 120 µl/500 µl Kulturmedium der markierten 

Proteine eingesetzt. Dies entsprach etwa einer Konzentration von 1013 Partikeln pro ml. Nach 
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drei Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen mit 1×PBS gewaschen und für 30 

Minuten mit 4% PFA fixiert. Zur Verifizierung der spezifischen Detektion markierter DHBV-

Partikel erfolgte noch eine Immunfärbung mit einem monoklonalen Antikörper gegen preS 

(1H1 (Pugh et al., 1987)). SECs wurden wie zuvor beschrieben mit acLDL Alexa488 

markiert. Die Analyse erfolgte am konfokalen Fluoreszenzmikroskop. 

4.2.5 Generierung rekombinanter Adenoviren 

Für die Herstellung rekombinanter adenoviraler Vektoren wurde das AdEasy System 

verwendet (He et al., 1998). Als Vektor diente ein Ad5 Genom mit Deletionen der E1A/E1B- 

und E3-Regionen. Die Plasmide pAdTrack-CMV und pAdEasy1 wurden von B. Vogelstein 

zur Verfügung gestellt.  

Als Matrize für das preS/S-Leseraster wurde das Plasmid pCD16 eingesetzt. Für die 

Amplifizierung der gewünschten Sequenz wurden 10 ng Plasmid-DNA, 500 µm dNTPs, 

jeweils 100 pmol 5’-Primer (5’L_BglII oder 5’S_BglII) und 3’-Primer (3’L/S_NheI), 1,25 

Einheiten Pfu-Polymerase in 1×PCR-Puffer eingesetzt und amplifiziert. Die Reaktion wurde 

in dem Gerät Biometra Uno-Thermoblock 3.30 mit folgendem Programm durchgeführt.  

Schritt Temperatur Zeit Zyklen 

1 95 °C 2 Minuten 1× 

2 95 °C 30 Sekunden 

3 52 °C 45 Sekunden 

4 72 °C 1 Minute 

30× 

5 72 °C 8 Minuten 1× 

6 4 °C ∞ 1× 

 

Der PCR-Ansatz wurde auf einem präparativen Agarosegel getrennt, die gewünschte DNA-

Bande ausgeschnitten, die DNA eluiert (NucleoSpin Extract, Macherey-Nagel) und mit den 

Restriktionsenzymen BglII und NheI geschnitten. Die Richtigkeit der Klone wurde durch 

Verdau mit verschiedenen Restriktionsenzymen und durch Bestimmung der Sequenz (unter 

Verwendung des Big Dye Mix nach Vorschrift des Herstellers Applied Biosystems, ABI, 

Darmstadt) kontrolliert. 

Das Gen für das L- oder S-Protein wurde in die multiple Klonierungsstelle (mcs, multiple 

cloning site) des Plasmides pAdTrackCMV über die Restriktionsschnittstellen BglII und XbaI 

(Vektor) bzw. NheI (Insert) eingefügt. Anschließend wurde durch homologe Rekombination 
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das pAdTrackCMV Plasmid, das nun das entsprechende Gen enthielt, in den adenoviralen 

Kontext eingefügt. Dazu wurde das Shuttle Plasmid mit PmeI linearisiert. Für die 

Transformation wurden 100 fmol des linearisierten Shuttle Plasmides zusammen mit 50 fmol 

des rekombinanten adenoviralen Basiskonstrukts pAdEasy-1 in kompetente E.coli BJ5183 

mittels Elektroporation transformiert und zur Selektion auf LB-Agarplatten mit 50 µg/ml 

Kanamycin ausplattiert. Nach etwa 16-stündiger Inkubation bei 37 °C wurden die kleinsten 

Kolonien gepickt und die daraus gewonnene DNA wurde durch einen Kontrollverdau mit 

BamHI und anschließend EcoRI überprüft. Die Adenovirus-DNA, die den Kriterien 

entsprach, wurde in elektrokompetenten DH5α E.coli retransformiert, um größere Mengen 

der rekombinanten DNA zu gewinnen. Danach wurden nochmals Test-Restriktionsverdaus 

mit BamHI, SpeI und PacI durchgeführt, wie bei He, Y. et al. empfohlen (He et al., 1998).  

Für die Produktion rekombinanter Adenoviren musste die adenovirale DNA mit dem 

Restriktionsenzym PacI geschnitten werden. Das Plasmid enthält je eine PacI 

Restriktionsschnittstelle am Ende des viralen Genoms, jenseits der inversen terminalen 

Repeats (ITR, inverted terminal repeats). Die linearisierte DNA wurde durch Lipofektion 

(FuGENE6, Roche) in 293 Zellen transfiziert. Nach etwa 24 Stunden konnte die 

Transfektionseffizienz durch die GFP-Expression abgeschätzt werden. Nach etwa sechs bis 

sieben Tagen wurde die Ausbreitung der Nachkommenviren auf die umliegenden Zellen in 

Form von „Kometen“ durch die transduzierte GFP-Fluoreszenz sichtbar. Anschließend 

wurden die 293 Zellen durch leichtes Klopfen an die Zellkulturflasche abgesammelt und 

durch drei aufeinander folgende Auftau- und Einfrierzyklen lysiert, um die Adenoviren 

freizusetzen. Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation bei 3000rpm und 4°C für 10 

Minuten entfernt. Die rekombinanten Adenoviren im Überstand wurden für die Infektion von 

293 Zellen zur Expansion der Viren verwendet. Nach fünf bis sechs Tagen, als die Mehrheit 

der Zellen GFP-positiv waren oder sich ein zytopathischer Effekt durch die Adenoviren 

bemerkbar machte, charakterisiert durch abgerundete Zellen und Plaques, wurden die neu 

entstandenen Viren wie oben beschrieben geerntet. Dieser Vorgang wurde noch einmal 

wiederholt und der hierbei gewonnene Überstand mit Adenoviren mit 10% Glycerin bei -

80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Dieses Präparat rekombinanter Adenoviren 

wurde dann auf primären Entenleberkulturen über die GFP Fluoreszenz getitert, da bekannt 

ist, dass sich PDH um etwa Faktor 100 schlechter transduzieren lassen als herkömmliche 

Zelllinien (Sprinzl et al., 2001).  
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4.2.6 Infektionen von PDHs und Behandlung mit modifizierenden Agenzien 

4.2.6.1 Infektionen mit DHBV-wt 

PDHs wurden vier bis fünf Tage nach Plattierung mit 100-200 VP/Zellen DHBV-16 positiven 

Entenserums (~2,5×1010 Viruspartikel pro ml, bestimmt als Genomäquivalente) infiziert. 

Hierzu wurde das Serum in 37 °C warmem Kulturmedium entsprechend verdünnt und je 0,5 

ml auf eine 12-well Schale mit 1×106 Zellen gegeben. Die Inokulation erfolgte für drei 

Stunden bei 37 °C im Brutschrank. 

Die Analyse der zellassoziierten Viren erfolgte in der quantitativen PCR oder im Westernblot. 

Die Analyse der produktiven Infektion erfolgte für Infektionen mit DHBV-wt mittels 

Immunfluoreszenzanalyse oder quantitativer PCR, für Infektionen mit rDHBV wurden die 

Zellen fluoreszenzmikroskopisch fünf Tage nach Beendigung der Inokulation analysiert. 

Degradationsexperimente 

Für die Degradationsexperimente in vitro mit wt-DHBV wurden die Zellen mit 1-2×108 VP 

pro Schale (100-200 VP/Zelle) in einem Volumen von 0,5ml für drei Stunden bei 37 °C 

inokuliert. Anschließend wurden die Zellen einmal mit 1×PBS gewaschen, dieser Wert wurde 

als Zeitpunkt 0 definiert. Die Inkubation wurde in frisch zugegebenem Kulturmedium für 

unterschiedliche Zeitpunkte fortgesetzt und nachfolgend wurden die Zellen wiederum mit 

1×PBS gewaschen und für die PCR-, Westernblot- und Immunfluoreszenzanalysen, wie in 

dem folgendenden Kapitel 4.2.7 beschrieben, behandelt (vergleiche Abb. 4.3).  

 
Abb. 4.3 Versuchsanordnung der Degradationsexperimente 
DHBV, Inokulation mit 1-2×108 VP bei 37 °C; WB, Westernblotanalyse; IFA, Immunfluoreszenzanalyse 
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Infektion der PDHs in Anwesenheit verschiedener Substanzen 

Bafilomycin A1 (Sigma) Stocklösung 125 µM in DMSO, Arbeitskonzentration 500 nM  

Lactacystin (Calbiochem) Stocklösung 5 mM in DMSO, Arbeitskonzentration 20µM 

MG-132 (Calbiochem) Stocklösung 4 mM in DMSO, Arbeitskonzentration 25µM 

Typischerweise wurde folgendes Behandlungsschema verfolgt: Zu Beginn der Experimente 

wurde das Medium in den PDH-Kulturen gewechselt, anschließend wurde neues 

Kulturmedium, das eine inhibitorische Konzentration der entsprechenden Substanz enthielt, 

auf die Zellen gegeben und die Zellen für 1 -1,5 Stunden bei 37 °C vorbehandelt. Danach 

wurde das Virusinokulum zugegeben und für drei Stunden zusammen in Anwesenheit der 

Substanz inkubiert. Anschließend wurden sowohl Virus als auch Substanz entfernt, die Zellen 

mit 1×PBS gewaschen und für die PCR-Analyse geerntet oder 6 Stunden bzw. 4 Tage in 

frischem Kulturmedium weiter inkubiert.  

Einfluss neutralisierender Antikörper  

Zur Untersuchung des Einflusses neutralisierender Antikörper auf die Zellassoziation der 

Viruspartikel, wurde das Inokulum mit 2 µl des Antikörpers 4F8 1,5 Stunden bei 37°C im 

Wassserbad inkubiert und dann auf die Zellen gegeben. Die Kulturen wurden drei Stunden bei 

37 °C inkubiert, dann mit 1×PBS gewaschen und für die PCR-Analyse der zellassoziierten 

Viren lysiert oder frisches Medium zugegeben und für weitere drei Stunden (PCR-Analyse 

der Degradation zellassoziierter Viren) oder 4 Tage (für die Analyse der Infektion in der IFA) 

inkubiert.  

Einfluss der Inokulationstemperatur 

Um den Einfluss der Inokulationstemperatur auf die Zellassoziation und die Infektion zu 

untersuchen, wurden die Zellen eine halbe Stunde vor Versuchsbeginn im Wasserbad auf die 

entsprechende Temperatur gebracht. Versuche bei 4 °C wurden zusätzlich im Kühlraum 

durchgeführt. Nach Inokulation wurden die Zellen mit 1×PBS der entsprechenden Temperatur 

gewaschen und die Zellen geerntet oder frisches 37 °C warmes Kulturmedium zugegeben und 

bei 37 °C bis zur Auswertung inkubiert.   

Inhibition der Sekundärinfektion 

PDHs wurden für drei Stunden bei 37 °C inkubiert, nach Waschen der Zellen erfolgte ein 

Mediumwechsel und die Zugabe von 5 µl anti-preS Antiserum (D084). Das Antiserum-haltige 

Medium wurde daraufhin täglich gewechselt. Zum angegebenen Zeitpunkt wurden die Zellen 
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für die Immunfluoreszenzanalyse fixiert oder für die PCR-Analyse lysiert (vergleiche Abb. 

4.4). 

 
Abb. 4.4 Versuchsaufbau zur Untersuchung der ersten Infektionsrunde 
Erläuterungen siehe Text. 

Analyse der Initiation der Sekundärinfektion 

PDHs wurden für drei Stunden bei 37 °C inkubiert, nach Waschen der Zellen erfolgte ein 

Mediumwechsel. Zum angegebenen Zeitpunkt wurden 5 µl anti-preS Antiserum (D084) 

zugegeben. Das Antiserum-haltige Medium wurde daraufhin täglich gewechselt. Neun Tage 

nach Inokulation wurden die Zellen für die Immunfluoreszenzanalyse fixiert oder für die 

PCR-Analyse lysiert (vergleiche Abb. 4.5). 
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Abb. 4.5 Versuchsaufbau zur Untersuchung der zweiten Infektionsrunde 
Erläuterungen siehe Text. 

4.2.6.2 Infektion mit rekombinanten Viren 

Für die Infektion mit den rekombinanten DHBV, mit einem Virustiter von etwa 1×109 

Viruspartikel pro ml, bestimmt als Genomäquivalente im DNA-Dotblot, wurden die 

Virusstocks in vorgewärmtem Kulturmedium entsprechend verdünnt. Die Präparation dieser 

Virusstocks ist in Kapitel 4.2.3 beschrieben. Die Infektion erfolgte, falls nicht anders 

angegeben, vier oder fünf Tage nach Plattierung der PDHs für 24 Stunden bei 37 °C in 1 ml 

Kulturmedium.  

Nach Ende der Inokulationsdauer wurden die Zellen mit 1×PBS gewaschen und frisches 

Kulturmedium zugegeben. Alternativ wurde die Inokulation nach Waschen mit 1×PBS durch 

die Zugabe von 5 µl neutralisierendem Antikörper (anti-preS, D084) pro Schale beendet oder 

freie Viren durch eine pH 2,2 Behandlung inaktiviert. Für die Säurebehandlung wurden die 

Zellen für 20-30 Sekunden mit Glycinpuffer (50 mM Glycin-HCl, 150 mM NaCl) inkubiert, 

dreimal mit 1×PBS gewaschen und weiter in Kulturmedium kultiviert (Rigg and Schaller, 

1992).  
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4.2.7 Analysen 

4.2.7.1.1 Bestimmung des Virustiters mittels DNA-Dotblot 

Cäsiumchlorid-Stufengradienten 

 Endkonzentration Vol. 

oben  Medium 2 ml 

 Sucrose (20%) 0,8 ml 

 CsCl (1,2 g/ml) 0,5 ml 

 CsCl (1,3 g/ml) 0,5 ml 

unten  CsCl (1,4 g/ml) 0,5 ml 

 

Soak I 0,5M NaOH, 1 M NaCl 

Soak II 0,5 M Tris-HCl (pH 7,4), 3 M NaCl 

Hybridisierungsmix  

 Endkonzentration 

SSC (20×) 6× 

Denhardts 5× 

SDS 0,5% (v/v) 

Kalbsthymus-DNA 10 µg/µl 

 

SSC (20×) 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat 

Denhardts (50×) 1% BSA (w/v), 1% Polyvinyl-Pyrolidon (w/v), 1% Ficoll 400 (w/v) 

Waschlösung 1× SSC, 0,5% SDS (w/v) 

Die Anzahl viraler Partikel in einer Präparation kann durch Bestimmung des DHBV-DNA 

Gehaltes im DNA-Dotblot ermittelt werden (Sprengel et al., 1984). Zur Bestimmung der 

Konzentration umhüllter DHBV DNA-haltiger Partikel wurde das Viruspräparat mit Hilfe 

eines CsCl-Stufengradienten aufgetrennt. Durch Analyse der Fraktionen im DNA-Dotblot 

können nackte Kapsidpartikel von umhüllten Viruspartikeln unterschieden werden.  

Für den Cäsiumchlorid-Gradienten wurden in einem SW-60 Röhrchen je 0,5ml 

Cäsiumchlorid-Lösung mit ansteigender Dichte (Dichte: 1,4 g/ml, 1,3 g/ml, 1,2 g/ml) 

vorsichtig übereinander geschichtet. Über den Cäsiumchlorid-Gradienten wurden 0,8ml einer 
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20%igen Sucroselösung (w/w) und 2 ml des zu analysierenden virushaltigen 

Zellkulturmediums oder das verdünnte Konzentrat in 1×PBS geschichtet. Die Gradienten 

wurden bei 58 000 rpm (SW-60 Rotor, Beckman Coulter, Inc.) und 20°C vier Stunden 

zentrifugiert. Die Proben wurden anschließend mit Hilfe eines Fraktionssammlers (Beckmann 

Coulter) ausgetropft, sechs Tropfen stellten eine Fraktion dar und entsprachen etwa 180µl. 

Der DNA-Gehalt der Fraktionen wurde mittels eines DNA-Dotblots ermittelt (Sprengel et al., 

1984).  Zur Bestimmung des DHBV-DNA Gehaltes einer Probe wurden die Fraktionen des 

Cäsiumchlorid-Gradienten und ein DHBV-DNA Standard (pCD10; Verdünnungsreihe 

100pg/µl bis 0,08 pg/µl) über eine Dotblot-Apparatur (S%S Minifold I Dotblot-Apparatur, 

Scheleicher und Schüll) auf eine Nylonmembran (Nytran-N, Schleicher und Schuell) 

aufgetragen und zweimal mit 1×PBS gespült. Um die DNA zu denaturieren, wurde die 

Membran auf ein mit Soak I getränktes 3mm Papier zweimal 1,5 Minuten gelegt, zur 

Renaturierung viermal eine Minute auf einem mit Soak II getränktem 3mm Papier 

neutralisiert und eine Stunde bei 80°C fixiert. Für die Hybridisierung wurde die Membran mit 

2,5×105 cpm/ml 32P-markierter DHBV-Probe (mit Multiprime-Labeling-Kit nach Angaben 

des Herstellers markiert, Amersham Biosciences) in Hybridisierungsmix bei 68°C 

hybridisiert. Nach 12 - 16 Stunden wurde die Membran 15 Minuten bei 68°C und 15 Minuten 

bei Raumtemperatur mit Waschlösung gewaschen und anschließend exponiert. Die mit jedem 

Auftragspunkt assoziierte Radioaktivität wurde im FUJI PhosphoImager (FLA-3000, 

Fujifilm) gemessen und relativ zu dem DHBV-DNA Standard mit dem Programm 

ImageGauge quantifiziert. 

4.2.7.2 Quantitative real-time PCR 

DNA Extraktion zur Quantifizierung der Anzahl viraler Genome mittels real-time PCR 

DNA-Lysepuffer 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1% SDS, 400 

µg/ml ProteinaseK (Roche) 

Zur Bestimmung der Anzahl viraler Genome im Blut infizierter Enten wurden 10 µl Serum 

bzw. 100 µl Medium mit 400 µl Lyse-Puffer und 1 µl poly(dAdT) (5 mg/ml, Sigma) gemischt 

und für drei Stunden bei 56 °C inkubiert und die DNA anschließend mittels 

Phenol/Chloroform extrahiert. Die DNA wurde in 50 µl 50 mM Tris-HCl pH 8,0 

aufgenommen. Eine DNA-Menge äquivalent zu 1 µl Serum wurde für die Quantifizierung in 

der real-time PCR eingesetzt. 
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Um die Menge leberassoziierter DHBV-DNA nach Infektion in der quantitativen PCR zu 

bestimmen, wurden kleine Stücke Lebergewebe gewogen, mit einem Pistill in einem kleinen 

Volumen Probenpuffer homogenisiert, und anschließend auf ein Volumen von 400 µl 

gebracht. Nach Extraktion der DNA mittels Phenol/Chloroform wurden die Leberproben auf 

eine Konzentration von 5 mg Gewebe pro ml mit 50 mM Tris-HCl pH 8,0 eingestellt. Eine 

DNA-Menge äquivalent zu 25 µg Lebergewebe (etwa 2,5×103 Zellen) wurde für die 

Quantifizierung in der real-time PCR eingesetzt. 

Für die Analyse der viralen DNA im Kulturmedium wurden 100 µl des Kulturmediums für 

die Phenol-Chlorofrom-Extraktion eingesetzt und das DNA-Pellet in 100 µl 50 mM Tris-HCl 

pH 8,0 resuspendiert. Eine DNA-Menge äquivalent zu 10 µl Kulturmedium wurde für die 

Quantifizierung in der real-time PCR eingesetzt. 

Zellassoziierte Virusgenome in vitro wurden in der quantitativen PCR gemessen, indem die 

Zellen mit 1×PBS gewaschen und anschließend mit 2×250 µl Lysepuffer geerntet wurden. 

Nach Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die DNA in 500µl 50 mM Tris-HCl pH 8,0 

reuspendiert. Eine DNA-Menge äquivalent zu 1/100 Schale (etwa 1×104 Zellen) wurde für die 

Quantifizierung in der real-time PCR eingesetzt. 

Phenol/Chloroform-Extraktion 

Das Lysat wurde mit 400 µl Phenol (TE-Puffer gesättigt, Roth) gründlich gemischt. Nach 15 

Minuten Inkubation auf Eis wurden die Phasen durch Zentrifugation (10 Minuten, 13000 rpm) 

getrennt. Die in der Oberphase enthaltene DNA wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, 

mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt, gemischt und die Phasen wiederum durch 

Zentrifugation (10 Minuten, 13000 rpm) getrennt. Die obere Phase wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und duch Zusatz von 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat pH 5,3, 1 µl 

Glycogen (10 mg/ml, Roche) und 2,5 Volumen Ethanol für 30 Minuten bei –80 °C gefällt und 

sedimentiert (4°C, 30 Minuten, 13000 rpm). Anschließend wurde das Sediment mit 70% 

Ethanol gewaschen, zentrifugiert (4°C, 15 Minuten, 13000 rpm), luftgetrocknet und in der 

entsprechenden Volumen 50 mM Tris-HCl pH 8,0 gelöst. Die präparierte DNA wurde bei –

20°C gelagert oder direkt für die Analyse in der quantitativen PCR weiter verwendet. 

Quantitative real-time PCR 

Zur Quantifizierung zellassoziierter viraler DNA wurde eine quantitative DHBV-spezifische 

real-time PCR etabliert. Diese beruht auf dem gleichen Prinzip wie die herkömmliche 

Polymerase-Kettenreaktion, unterscheidet sich jedoch darin, dass die DNA-Menge mit Hilfe 

von Fluoreszenzmessungen während der PCR quantifiziert wird, indem ermittelt wird, wie 



Materialien und Methoden
 

132 

viele PCR-Zyklen für den jeweiligen Ansatz gebraucht werden, bis das Fluoreszenzsignal 

einen definierten Schwellenwert (threshold) überschreitet, dieser Wert wird ct-Wert genannt. 

Anhand dessen kann die Anzahl der DNA-Moleküle in einer absoluten Quantifizierung mit 

Hilfe eines externen Standards in Form eines Plasmides, das den zu amplifizierenden 

Genabschnitt enthält, bestimmt werden. Die Standard-DNA wird hierzu seriell verdünnt, in 

der PCR amplifiziert und mittels der erhaltenen ct-Werte eine Standardkurve erstellt. Die 

DNA-Menge in den zu untersuchenden Proben lassen sich dann entsprechend berechnen. Zur 

Quantifizierung wurde in dieser Arbeit der interkalierende DNA-Farbstoff SYBR Green 

verwendet. Die Zunahme der Fluoreszenz während der PCR reflektiert hierdurch die 

Amplifikation der DNA. Die Spezifität der PCR Produkte kann durch Analyse der 

Schmelzkurven verifiziert werden.  

Die PCR-Reaktion wurde in einem ABI Prism 5700 (Applied Biosystems) durchgeführt. In 

die PCR-Reaktion wurde das Äquivalent zu 1 µl Serum, 25 µg Lebergewebe (entspricht 

2,5×103 Zellen), 10 µl Kulturmedium oder 1/100 einer Schale (entspricht etwa 1×104 Zellen) 

eingesetzt. Ein PCR-Ansatz (Gesamtvolumen: 50 µl) setzte sich aus 5 µl aufgereinigter DNA, 

je 25 pmol Primer (D+421und D-437) und 25 µl SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) zusammen. Als Referenz diente ein mit EcoRI linearisiertes Plasmid pCD16 

(Bartenschlager, 1990), das ein 1,1-faches DHBV Überlängengenom enthält. Die PCR-

Reaktion wurde wie folgt durchgeführt: 

Schritt Temperatur Zeit Zyklen 

1 50 °C 2 Minuten 1× 

2 95 °C 10 Minuten 1× 

3 95 °C 30 Sekunden 

4 55 °C 30 Sekunden 

5 72 °C 1 Minute 

40× 

6 60 °C-95 °C 20 Minuten  

 

Als Negativkontrollen dienten Wasser und gereinigte DNA von Ansätzen ohne Zusatz von 

Virusinokulum. Die Analyse der Messung und Schmelzkurven erfolgte mit der Software 

GeneAmp 5700 SDS (Applied Biosystems) und die Auswertung mit Excel (Microsoft). 
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4.2.7.3 Proteinanalyse in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) werden Gele verwendet, die in einer 

radikalischen Polymerisation aus Acrylamid und N,N´-Methylbisacrylamid hergestellt 

wurden. Je nach Anteil des Polyacrylamids und dessen Vernetzungsgrades verändern sich die 

Porengröße und somit die Eigenschaften des Gels. Das Gel besteht aus dem großporigen 

Sammelgel und dem engporigem Trenngel. Die Proteine, die durch im Probenpuffer 

enthaltenes β-Mercaptoethanol reduziert werden und durch das SDS eine negative Ladung 

erhalten, werden zunächst im Sammelgel konzentriert und anschließend im Trenngel nach 

ihrer molaren Masse aufgetrennt. Das unterschiedliche Laufverhalten der Proteine in den 

verschiedenen Gelbereichen ist abhängig vom pH-unabhängigen Verhalten der Chloridionen 

(Leit-Anionen) im Gegensatz zu dem pH-abhängigen Laufverhalten des Folge-Ions Glycin 

(Laemmli, 1970). 

Probenvorbereitung 

Lysepuffer 0,1 M Tris-HCl, pH 8,0, 0,01 M EDTA, 1% SDS, 0,1% β-Mercaptoethanol, 

1×Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 

2x SDS-Probenpuffer 0,1 M Tris-HCl pH 6,8, 0,2% Bromphenolblau, 20% Sucrose, 4% 

SDS, 10% β-Mercaptoethanol 

Für die Analyse intrazellulärer viraler Proteine in DHBV-infizierten Lebern wurden kleine 

Stücke Lebergewebe gewogen, mit einem Pistill in einem kleinen Volumen Lysepuffer 

homogenisiert, und anschließend auf eine Konzentration von 50 mg Gewebe pro ml 

eingestellt. Es wurden 10 µl der Lysate (50 µg Protein) pro Gelspur aufgetragen und core-

Protein im Westernblot mit dem polyklonalen Antikörper D087 detektiert. Vergleichbare 

Proteinmengen in verschiedenen Spuren von Westernblots wurden mit parallelen Coomassie-

gefärbten Gelen überprüft.  

Um die Degradation zellassoziierter viraler Proteinen zu analysieren wurden die Zellen zum 

angegebenen Zeitpunkt nach Inokulation mit 1×PBS gewaschen und in 2×250 µl 2×SDS-

Probenpuffer aufgenommen. Es wurde 1/10 der Schale (entspricht 1×105 Zellen) pro Spur auf 

ein 12,5%iges SDS-PAG aufgetragen.  

Für die Analyse der Expression adenoviral transduzierter Gene wurden die Zellen zum 

angegeben Zeitpunkt nach Transduktion mit 1×PBS gewaschen und mit 400 µl 2×SDS-

Probenpuffer aufgenommen. Es wurden 15 µl der Lysate (1/27 der 12-well Schale, entspricht 

etwa 4×104 Zellen) pro Gelspur aufgetragen. Die Detektion des L-Proteins erfolgte im 
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Westernblot mit Hilfe des polyklonalen anti-preS Serums D084, S-Protein wurde mit dem 

monoklonalen Antikörper 7C12 und CPD mit dem polyklonalen Antikörper H879 detektiert 

Zur Überprüfung vergleichbarer Proteinmengen in verschiedenen Spuren wurde parallel ein 

Westernblot mit einem monoklonalen anti-β-actin Antikörper oder eine Coomassie-Färbung 

eines Gels durchgeführt.  

PAA-SDS-Gel  

 Trenngel (10 %) Trenngel (12,5%) Sammelgel (4,5%) 

AA/Bis-AA (29:1)  (30%) 5 ml 6,25 ml 0,6 ml 

H2O 6,1 ml 4,85 ml 2,8 ml 

Tris-HCl (1,5 M, pH 8,8) 3,75 ml 3,75 ml - 

Tris-HCl (1 M, pH 6,8) - - 0,5 ml 

SDS (10%) 0,15 ml 0,15 ml 0,04 ml 

APS (10%) 0,12 ml 0,12 ml 0,012 ml 

TEMED 0,01 ml 0,01 ml 0,012 ml 

Total 15 ml 15 ml 4 ml 

 

Laufpuffer (10×Tris-Glycinpuffer) 0,25M Tris, 1,92 M Glycin, 1% SDS 

Transferpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20% Methanol p.a., 0,0375% SDS. Der pH-

Wert sollte bei 9,2 liegen und nicht nachträglich eingestellt werden.  

1×TBS 10 ml 10 mM Tris-HCl (1M, pH 8,8), 30 ml NaCl (5 M) auf 1 l auffüllen 

1×TBST 1×TBS mit 0,2% Tween-20 (v/v) 

Die Proben für die Proteinanalysen wurden mit 2×SDS-Probenpuffer versetzt und für zehn 

Minuten bei 98°C denaturiert und eine entsprechende Menge im Polyacrylamidgel 

elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proben liefen bei 35 mA durch das Sammelgel und wurden 

bei 55 mA im Trenngel aufgetrennt.  

Westernblot 

Beim Protein-Blotting werden die einzelnen Komponenten einer Proteinmischung mittels 

SDS-PAGE getrennt, auf eine Membran überführt und dort einer Nachweisreaktion 

unterzogen, die für bestimmte Proteine spezifisch ist. 

Nach der Auftrennung der Proteinproben über SDS-PAGE, wurde das Sammelgel entfernt 

und das Trenngel auf eine erst mit Methanol und anschließend mit Transferpuffer benetzte 

Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran, PerkinElmer, Rodgau-Jügesheim) 
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aufgelegt. Der Transfer wurde mit einer halbtrockenen Elektrotransfer-Apparatur (Trans-Blot 

SD, Semi-Dry Transfer Cell, Biorad) durchgeführt (Kyhse-Andersen, 1984). Der Transfer der 

Proteine erfolgte für 45 Minuten bei 14 V. Nach einer Absättigung unspezifischer 

Bindungsstellen auf der Membran für etwa 30 Minuten in 5% Magermilchpulver/TBST, 

wurde die Membran mit dem in 5% Magermilchpulver/TBST verdünnten Erstantikörper für 

mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach vier 

Waschschritten für jeweils fünf Minuten in TBST wurde die Membran mit einem alkaliche 

Phosphatase- oder Alexa-gekoppelten Zweitantikörper in 5%Magermilchpulver/TBST für 

eine weitere Stunde inkubiert. Es folgten drei Waschschritte in 1×TBST und ein Waschschritt 

in 1×TBS. Die Proteinbanden wurden mit dem Chemifluoreszenzsystem (ECF, Amersham 

Biosciences) im Fuji-Imager (Fujifilm FLA-3000, ImageGauge Software) oder dem Odyssey 

Infrared Imaging System (Li-cor) gemäß den Angaben des Herstellers detektiert und 

quantifiziert.  

Nachweis von Proteinen durch Coomassiefärbung  

Coomassie-Färbelösung 0,2% Coomassie brilliant blue R250, 47,5% Methanol, 10% 

Essigsäure 

Coomassie-Entfärbelösung 25% Methanol, 10% Essigsäure 

Für die Anfärbung der Proteine im SDS-PAG mittels Coomassie wird das Gel mit der 

Färbelösung 30 Minuten bei Raumtemperatur oder 5 Minuten nach kurzem Erwärmen in der 

Mikrowelle gefärbt. Anschließend wird das Gel mit Entfärber in Gegenwart von 

Schwammmaterial behandelt und danach eingescannt. 

Nachweis von Proteinen durch Silberfärbung  

Fixierlösung I 25% Methanol, 12% Eisessig 

Fixierlösung II 10% Ethanol, 5% Eisessig 

Fixierlösung III 10% Ethanol 

Imprägnierlösung (A) 0,05% Formaldehyd (37%), 0,042% Natriumthiosukfat (43%) 

Färbelösung (B) 0,2% Silbernitrat, 0,05% Formaldehyd (37%) 

Entwicklerlösung (C) 3% Natriumcarbonat, 0,05% Formaldehyd (37%), 0,0006% 

Natriumthiosulfat  

Für die Silberfärbung wurde im Wesentlichen nach der Methode von Merril verfahren (Merril 

et al., 1981). Nach der Auftrennung im SDS-PAG wurde das Gel fixiert, gewaschen und 
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gefärbt. Zunächst wurde das Gel mit Fixierlösung I 2-3 Stunden oder über Nacht bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Gel für 30 Minuten unter Schütteln in 

Fixierlösung II und zweimal in Fixierlösung III für weitere 15 Minuten inkubiert. 

Anschließend wurde das Gel in Puffer A für 2 Minuten imprägniert und danach dreimal 

innerhalb von einer Minute mit dH2O gewaschen. Der Färbeprozess in Lösung B dauerte in 

der Regel 10-12 Minuten, gefolgt von zwei Waschschritt (30 Sekunden). Zum Entwickeln 

wurde das Gel mit Lösung C inkubiert und die Reaktion je nach gewünschter Intensität der 

Färbung mit einem Schuss Eisessig abgestoppt. Das Gel wurde anschließend eingescannt. 

4.2.7.4 Immunhistochemie 

Das PFA-fixierte Lebergewebe wurde mit Hilfe eines Einbettautomaten (Automated Vacuum 

Tissue Processor, Shandon, Franfurt a.M.) in Paraffin eingebettet. Da Paraffin nicht 

wasserlöslich ist, musste das Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert werden. 

Anschließend wurde der Alkohol durch Xylol entfernt und dann das Xylol durch heißes 

Paraffinwachs ersetzt. Zum Anfertigen von Paraffinschnitten wurde ein Schlittenmikrotom 

(Leica) verwendet. Das Gewebe wurde in Schnitte mit einer Dicke von 4 µm geschnitten und 

auf beschichtete Objektträger aufgebracht (SuperFrost Plus; Menzel, Braunschweig). Nach 

dem Schneiden und Trocknen im Brutschrank bei 56 °C für 20 Minuten werden die Schnitte 

in Xylol entparaffiniert und durch die absteigende Alkoholreihe wieder in ein wässriges 

Milieu überführt. Zur Demaskierung der Antigene wurden die Schnitte mit 10 mM 

Citratpuffer (1,5 mM Citronensäure-Monohydrat, 8,5 mM Na-Citrat, pH 6,0) in einem 

Dampfgarer (Krups) 20 Minuten bei 95 °C behandelt und anschließend zum Abkühlen für 

weitere 20 Minuten im selben Puffer bei Raumtemperatur stehen gelassen. Zur Inhibierung 

der endogenen Peroxidase-Aktivität wurden die Schnitte mit 3% H2O2 fünf Minuten 

inkubiert. Unspezifische Bindestellen wurden mit 0,5% TNB-Lösung (Perkin Elmer), 

endogenes Biotin mit Avidin (Vector Laboratories) abgesättigt. Die Schnitte wurden über 

Nacht bei 4 °C mit einem polyklonalen α-DHBc (D087) oder monoklonalen α-preS (4F8) 

Antikörper in einer Verdünnung von 1:250 in TNB-Lösung inkubiert. Nach der Inkubation 

mit dem entsprechenden biotinylierten Sekundärantikörper, wurden die Antigen-Bindestellen 

mit einem Peroxidase-konjugiertem Biotin-Streptavidin System (Extravidin, Sigma) und dem 

NovaRed Peroxidase Substrat (Vector Laboratories; Burlingame, CA) visualisiert. Die 

Schnitte wurden noch mit Hämalaun (nach Mayer) gefärbt. Anschließend wurden die Schnitte 

durch die aufsteigende Alkoholreihe bis ins Xylol gebracht und dann mit einem Tropfen des 

Einschlussmediums Eukitt (Kindler; Freiburg) eingedeckt und mit einem Deckglas versehen.  
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4.2.7.5 Immunfluoreszenz 

Die indirekte Immunfluoreszenzanalyse dient der Detektion der Expression und zellulären 

Lokalisierung eines Proteins in fixierten Zellen oder Geweben unter dem Mikroskop. Nach 

der Vorbehandlung der Zellen (Fixieren/ Permeabilisieren) werden die Zellen mit einem, für 

das zu untersuchende Protein spezifischen Antikörper behandelt. In einem zweiten Schritt 

wird an diesen ein zweiter Antikörper gebunden, an den ein Fluoreszenz-Farbstoff (z.B. 

Alexa488 oder Alexa546) gekoppelt ist. Durch Betrachtung unter UV-Licht mit einem Filter 

der entsprechenden Wellenlänge kann man die fluoreszierenden Immunkomplexe in den 

Zellen erkennen. 

Für die Immunfluoreszenzanalyse wurden die Zellen zweimal mit 1×PBS gewaschen und 

anschließend 20 Minuten mit 4% Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4 bei Raumtemperatur 

fixiert und dreimal mit 1×PBS gewaschen. Der gewünschte Primärantikörper wurde in 

1×PBS/ 2% BSA (w/v)/ 0,25%Triton-X-100 (v/v) entsprechend verdünnt und für zwei 

Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C mit den Zellen inkubiert. Nach 

dreimaligem Waschen mit 1×PBS/0,25% Triton-X-100 erfolgte die Inkubation mit einem 

fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper in 1×PBS/ 2% BSA (w/v) für eine Stunde bei 

Raumtemperatur im Dunkeln. Die Bestimmung der Zahl der Zellen in den Kulturschalen, 

erfolgte, nach einmaligem Waschen, durch Färbung der Zellkerne mit dem fluoreszierenden 

Farbstoff DAPI (100 mg/ml, Roche) für eine Minute, es folgten drei weitere Waschschritte. 

Die Präparate wurden mit FluoromountG (Southern Biotechnology Assoc.) eingebettet und 

sind so in Dunkelheit bei 4 °C mehrere Wochen haltbar. Die Analyse erfolgte am 

Fluoreszenzmikroskop.  

4.2.7.6 Mikroskopie und Bildverarbeitung 

Die Mikroskopie der Gewebeschnitte wurde an einem Leica Axiophot durchgeführt, 

ausgestattet mit einer digitalen Farbkamera (Olympus DP50-CU). Die Bildverarbeitung 

erfolgte mit dem Programm ViewfinderLite 1.0.129 (StudioLite).  

In der direkten Fluoreszenzanalyse kann die Expression eines Fluoreszenzproteins, in diesem 

Falle GFP oder RFP, direkt in lebenden oder fixierten Zellen ohne weitere Modifikationen 

oder Färbemethoden unter UV-Licht mit einem Filter der entsprechenden Wellenlänge 

detektiert werden. Fluoreszierenden Proteine in lebenden Zellen und immungefärbte Zellen 

wurden an einem Invers-Fluoreszenzmikroskop (Leica, DM IRB), welches mit einer CCD 

Kamera (Spot) ausgestattet war, detektiert. GFP und Alexa 488 nm wurde durch ein Standard 
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YFP-Filterset mit Anregung im Blaulicht bei 500/20 nm und Emission bei 535/35 nm, RFP 

und Alexa 546 nm durch ein DsRed-Filterset mit Anregung bei 546/12 nm und Emission bei 

605/75 nm und DAPI mit Anregung bei 360/40 nm und Emission bei 460/50 nm analysiert. 

Die Aufnahmen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit variablen Belichtungszeiten und 

somit maximaler Fluoreszenz gemacht. Die Bildverarbeitung erfolgte mit dem Programm 

IPLab Version 3.2.4 (Signal Analytics Corp., Vienna, VA, USA). Die Infektionsereignisse 

nach Inokulation mit rDHBV wurden durch Zählen GFP- bzw. RFP-positiver Zellen pro 

Schale am Fluoreszenzmikroskop quantifiziert.  

Im Gegensatz zur konventionellen Mikroskopie, bei der das gesamte Objektfeld gleichmäßig 

beleuchtet wird, wird bei der konfokalen Mikroskopie nur ein kleiner Teil der Probe mit dem 

Licht eines fokussierten Laserstrahls, der sich über die Probe bewegt, angeregt. Das Streulicht 

aus benachbarten und nicht in der Fokusebene liegenden Bereichen wird so unterdrückt. Zur 

konfokalen Mikroskopie wurde das Leica System TCS NT SP2 genutzt, das mit einem 

motorgetriebenen Inversmikroskop (Leica DM IRE2) ausgestattet war. Die Aufnahmen 

entstanden mit einem 6× Öl-Immersionsobjektiv (Leica) und der Software Leica TCS NT. 

Die Einstellungen wurden jeweils so gewählt, dass die Photomultiplier in einem linearen 

Bereich arbeiteten. Die Anregung erfogte durch Pulsed Laser Diode (405 nm), Ar-Laser (488 

nm), DPSS-Laser (561 nm) und HeNe-Laser (633 nm). 
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5 Anhang 

5.1 Exemplarische Darstellung eines quantitativen PCR-Laufs  

Exemplarisch soll anhand eines PCR-Laufes die Messung und nachfolgende Berechnung der 

leberassoziierten DHBV-Genome dargestellt werden. Nach Extraktion der DNA aus den 

Leberlysaten wurden 5 µl der aufgereinigten DNA-Lösung äquivalent zu 25 µg Lebergewebe 

in die quantitative PCR eingesetzt. Als Standard wurde das linearisierte Plasmid pCD16 in 

10er-Schritten verdünnt und diese Verdünnungsreihe in die PCR eingesetzt. Die 

Ausgangsmenge von DHBV-DNA in den einzelnen Proben wurde zu Beginn der 

exponentiellen Phase gemessen und durch den Schwellenwert (threshold), an dem die 

Fluoreszenz erstmals signifikant über der Hintergrundfluoreszenz anstieg, bestimmt (siehe 

Abb. 5.1 A).  

Der PCR-Zyklus, bei dem die Amplifikationskurve den Schwellenwert schneidet, wird 

threshold cycle (ct) genannt. Abb. 5.1 B zeigt die lineare Regressionsgerade des Standards mit 

einem Korrelationskoeffizienten von 0,9974, basierend auf dem mittleren ct-Wert als 

Funktion des dekadischen Logarithmus der initial eingesetzten Anzahl von DHBV-Kopien 

pro Reaktion. Zur Verifizierung der Spezifität der Amplifikation wurde nach Ablauf der PCR-

Amplifikation eine Analyse der Schmelzkurven durchgeführt (siehe Abb. 5.1 C). Durch 

Erhöhung der Temperatur von 60 auf 95 °C wird die DNA aufgeschmolzen und dabei die 

Fluoreszenz gemessen. Da Primerdimere eine niedrigere Schmelztemperatur haben können 

diese so von spezifisch amplifizierter DNA unterschieden werden. Die analysierten ct-Werte 

der zu messenden Proben wurden anhand der Standardkurve in DHBV-Genome pro 25 µg 

bzw. auf DHBV-Genome pro g umgerechnet (dargestellt in Tabelle 5.1). 
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Abb. 5.1 Amplifikationskurve, Regressionsgerade und Schmelzkurve des Standards in der quantitativen 
PCR 
(A) Darstellung des relativen Fluoreszenzsignals des Fluoreszenzfarbstoffes (Rn) in Abhängigkeit vom PCR-
Zyklus. (B) Lineare Regression des ct-Wertes (Doppelwerte) ist gegen den dekadischen Logarithmus der 
Ausgangsmenge an DHBV-Genomen aufgetragen. Der Korrelationskoeffizient (R2) beträgt 0,9974. (C) 
Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte nach 40 Amplifikationszyklen. Die Veränderung der relativen 
Fluoreszenzintensität wurdeaufgetragen gegen die Temperatur. 
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Tabelle 5.1 Quantifizierung von DHBV-DNA in Leberproben 
DHBV-Genome pro 

g Leber b Position 
Zeit 
p.i. 

(min) 
EnteNr. Probe ct 25µg 

Leber a  MW SD 
A1 5 A 25,97 3089,57 1,24×108   
A2 5 75 B 25,27 4910,91 1,96×108 1,60×108 3,64×107 
A3 5 A 26,24 2582,44 1,03×108   
A4 5 76 B 26,17 2710,7 1,08×108 1,06×108 2,57×106 
A5 5 A 25,76 3562,49 1,42×108   
A6 5 77 B 25,5 4213,48 1,69×108 1,56×108 1,30×107 
A7 15 A 27,32 1264,02 5,06×107   
A8 15 78 B 27,49 1131,72 4,53×107 4,79×107 2,65×106 
A9 15 A 27,29 1292,54 5,17×107   
A10 15 79 B 27,24 1337,05 5,35×107 5,26×107 8,90×105 
A11 15 A 27,62 1035,59 4,14×107   
A12 15 80 B 27,41 1191,3 4,77×107 4,45×107 3,11×106 
B1 15 A 26,66 1955,95 7,82×107   
B2 15 36 B 25,90 3239,7 1,30×108 1,04×108 2,57×107 
B3 15 A 27,61 1045,73 4,18×107   
B4 15 37 B 25,85 3356,61 1,34×108 8,80×107 4,62×107 
B5 30 A 30,14 196,29 7,85×106   
B6 30 81 B 30,55 149,24 5,97×106 6,91×106 9,41×105 
B7 30 A 31,24 94,81 3,79×106   
B8 30 82 B 30,16 193,83 7,75×106 5,77×106 1,98×106 
B9 30 A 30,22 186,12 7,44×106   
B10 30 83 B 31,66 71,76 2,87×106 5,16×106 2,29×106 
B11 60 A 27,17 1394,56 5,58×107   
B12 60 84 B 27,58 1067,61 4,27×107 4,92×107 6,54×106 
C1 60 A 28,32 653,78 2,62×107   
C2 60 85 B 28,59 546,37 2,19×107 2,40×107 2,15×106 
C3 60 A 32,21 49,78 1,99×106   
C4 60 86 B 31,72 68,99 2,76×106 2,38×106 3,84×105 
C5 120 A 29,46 306,64 1,23×107   
C6 120 38 B 30,39 165,93 6,64×106 9,45×106 2,81×106 
C7 120 A 30,01 214 8,56×106   
C8 120 39 B 32,21 49,89 2,00×106 5,28×106 3,28×106 
C9 120 A 32,15 51,89 2,08×106   
C10 120 54 B 32,04 55,79 2,23×106 2,15×106 7,80×104 
C11 120 A 30,78 128,68 5,15×106   
C12 120 55 B 27,86 885,1 3,54×107 2,03×107 1,51×107 
D3 120 A 31,88 62,21 2,49×106   
D4 120 57 B 29,42 315,55 1,26×107 7,56×106 5,07×106 
D5 120 A 29,35 329,92 1,32×107   
D6 120 58 B 30,64 140,83 5,63×106 9,42×106 3,78×106 

a extrahierte DNA äquivalent zu 25 µg Lebergewebe  
b (multipliziert mit 4×104) 
MW, Mittelwert; SD, Standardabweichung 
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5.2 Daten der in vivo Infektionskinetik 

Tabelle 5.2 Verteilung von DHBV-DNA aus dem Inokulum in Blut und Leber 
Zeit p.i. Ente DHBV-Genome (×106) Anzahl der 
(h/min) Nr. pro ml Blut pro g Leber Präparationen

     
0,08 / 5 75 1,92 107,55 4 

 76 5,87 94,96 4 
 77 21,48 103,16 4 
 MW 9,76±10,3 101,89±25,48  
     

0,25 / 15 78 1,74 47,91 4 
 79 2,51 48,47 4 
 80 0,65 44,54 4 
 36 21,94 126,15 6 
 37 7,50 147,88 6 
 MW 6,87±8,82 82,99±49,93  
     

0,5 / 30 81 0,65 5,81 4 
 82 3,73 5,88 4 
 83 1,14 3,74 4 
 MW 1,84±1,65 5,14±1,22  
     

1 / 60 84 1,16 35,20 4 
 85 2,78 17,42 4 
 86 1,37 2,02 4 
 MW 1,77±0,74 18,22±16,60  
     
2 38 2,07 7,91 4 
 39 1,26 3,93 4 
 54 4,70 2,14 4 
 55 4,62 4,91 4 
 57 3,90 3,69 4 
 58 4,84 16,63 4 
 MW 3,56±1,53 6,53±5,31  
     
6 34 2,11 68,89 4 
 35 1,60 4,01 2 
 MW 1,85±0,36 36,45±45,89  

MW, Mittelwert 
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Tabelle 5.2 Verteilung von DHBV-DNA aus dem Inokulum in Blut und Leber (Forts.) 
Zeit p.i. Ente DHBV-Genome (×106) Anzahl der 

(h) Nr. pro ml Blut pro g Leber Präparationen
     

12 45 1,42 4,56 2 
 47 1,85 71,06 4 
 59 4,82 9,10 2 
 60 4,89 83,24 4 
 61 5,47 13,93 4 
 62 5,69 9,94 4 
 63 4,38 6,86 2 
 MW 4,07±1,73 28,39±33,62  
     

18 48 2,51 34,76 4 
 49 1,54 14,44 4 
 MW 2,03±0,68 24,60±14,37  
     

24 40 1,81 1,12 2 
 41 2,32 5,03 2 
 MW 2,07±0,35 3,08±2,76  
     

30 42 1,56 0,49 2 
 44 2,31 40,81 2 
 MW 1,94±0,53 20,65±28,51  
     

36 64 3,82 41,32 2 
 65 5,37 59,05 2 
 66 4,13 432,77 2 
 MW 4,44±0,82 177,71±221,1  
     

48 43 16,50 7990,92 2 
 67 9,70 3479,51 2 
 69 5,73 18,79 2 
 70 14,53 48,40 2 
 71 28,45 7529,86 2 
 MW 14,98±8,62 3813,50±3871  
     

72 46 32,98 16275,57 2 
MW, Mittelwert 

Die Anzahl der im Blut zirkulierenden viralen DNA pro Versuchstier (Blutvolumen 3 ml) 

wurde basierend auf diesen Daten berechnet. Die leberassoziierten DHBV-Genome pro g 

Leber wurden mit 2 multipliziert, um so die Gesamtzahl der DHBV-DNA in der Leber 

(Lebermasse 2 g) zu erhalten (vergleiche Kapitel 4.2.1 und 2.1.4). 
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5.3 Abkürzungen 

α anti, gegen 

A Adenin 
AA Acrylamid 
aa Aminosäuren 
Abb. Abbildung 
AK Antikörper 
Amp Ampicillin 
AP alkalische Phosphatase 
ATP Adenosintriphosphat 
  

β-ME β-Mercaptoethanol 
b Base 
BafA1 Bafilomycin A1 
Bis-AA N’,N’-Methylen-Bisacrylamid 
bp Basenpaare 
BSA Rinderserumalbumin 
  
C Cytosin, Carboxy- 
°C Grad Celsius 
ccc covalently closed circular 
CMV Cytomegalovirus 
CPD Carboxypeptidase 
  
Da Dalton 
DC-SIGN dendritic cell specific ICAM-3 grabbing nonintegrin 
DHBc Duck Hepatitis B core Protein 
DHBV Duck Hepatitis B Virus 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
dNTPs Desoxynukleosid-Triphosphat 
DR direct repeat 
ds doppelsträngig 
  
ECF enhanced chemifluorescence 
E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGTA Ethylenglykoltetraacetat 
ER Endoplasmatisches Reticulum 
et al. et alii (und andere) 
EtOH Ethanol 
  
f Femto (10-15) 
FACS fluorescence activated cell sorter (Durchflusszytometer) 
FCS fetal calf serum (Fötales Kälberserum) 
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FITC Fluoresceinisothiocyanat 
  
g Gramm, Erdbeschleunigung 
G Guanin 
gp  Glykoprotein 
  
h Stunde 
HAc Essigsäure, 100% Eisessig 
HBsAg Hepatitis-B s-Antigen 
HEPES N-(2-hydroxylethyl)piperazin-N’-(2-ethylsulfonsäure) 
HIV humanes Immundefizienzvirus 
HSV Herpes-Simplex-Virus 
  
IFA indirekter Immunfluoreszenzassay 
Ig Immunglobulin 
  
kb Kilobasenpaare 
kDa Kilodalton 
  
L large 
l Liter 
L-SIGN Liver-/Lymph node-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin 
  
µ Mikro (10-6) 
M middle, Molar 
m Meter, Milli (10-3) 
mA Milliampere 
MCS multiple cloning site 
min Minute 
mRNA messenger RNA (Boten-RNA) 
MW Molekulargewicht 
myr myristoyliert 
  
N Amino- 
n Nano (10-9) 
n.d. nicht detektierbar 
NPC Nichtparenchymzellen 
nt Nukleotid 
  
OD optische Dichte 
ORF open reading frame (offenes Leseraster) 
  
p Pico (10-12), Plasmid 
PAA Polyacrylamid 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS phosphate buffered saline 
PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PDH primary duck hepatocytes 
PEG Polyethylenglykol 
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PFA Paraformaldehyd 
pH potentio hydrogenii 
p.i. post Infektion 
PO Peroxidase 
poly[dAdT] polydeoxyadenylic-thymidylic-acid 
preS preS-Region des L-Oberflächenproteins 
  
rDHBV rekombinante DHBV 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
rpm rounds per minute 
RT Raumtemperatur 
  
S small 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SEC sinusoidale Endothelzellen 
ss single stranded (einzelsträngig) 
St.-I Standard-I Medium 
SV40 Simian-Virus 40 
SVP subvirale Partikel 
  
T Thymin 
TAE Tris/Essigsäure/EDTA 
Taq Thermus aquaticus 
TE Tris/EDTA 
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 
TGN Trans-Golgi-Netzwerk 
TM Transmembran-Domäne 
tl tail-less 
TP  Terminales Protein 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
  
U Unit 
UV ultraviolett 
  
V Volt 
VP virale Partikel, gemessen als Genomäquivalente 
v/v volume per volume (Volumenprozent) 
  
wt Wildtyp 
w/v weight per volume (Gewichtsprozent) 
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„The great tragedy of science- 

 the slaying of a beautiful hypothesis by an ugly fact.“ 

      Thomas Henry Huxley (1825-1895) 

 


