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1 Einleitung 

1.1 Morphologie und Phylogenie 

Das Hepatitis-A-Virus (Hepatovirus ahepa, HAV) ist ein einzelsträngiges RNA-Virus in 

einem ikosaedrischen Kapsid, einer Genomlänge von 7,5 Kilobasen und einer Positiv-

strangorientierung. Es gehört zur Gattung Hepatovirus innerhalb der Familie Picorna-

viridae (1,2). Das faltungsabhängige Kapsid führt zu einer außergewöhnlich hohen 

Stabilität des Virus in der Umwelt gegenüber Einfrieren, niedrigen pH-Werten und mo-

derater Hitze (3,4). Das 5‘-Ende beinhaltet eine kovalente Verbindung zu dem viralen 

Protein VPg („viral protein genome-linked“). Das darauf folgende 5’-UTR-Segment 

macht ca. 10% des Gesamtgenoms aus (5). Der RNA-Teil des Virus enthält ein offenes 

Leseraster (6). Das offene Leseraster codiert ein großes Polyprotein, welches ca. 2230 

Aminosäuren beinhaltet und durch eine einzige Proteinase in 10 Einzelproteine unter-

teilt wird (5). Flankiert ist der offene Leserahmen von einem kurzen 3’-UTR Segment 

(7,8). Die 3‘-untranslatierte Region enthält eine Polyadenylierung (5). 

Das Hepatitis-A-Virus kann in zwei Formen vorliegen. Bei der nackten Form des Virus 

ist die Ribonukleinsäure von einer Proteinhülle umgeben, wodurch eine stabile Form 

entsteht. Diese ermöglicht eine Transmission über den Stuhl. Der genaue Mechanis-

mus der Sezernierung der unbehüllten Virusform wird noch untersucht (9). Eine The-

orie besagt, dass HAV in der quasi-umhüllten Form von der apikalen Membran der 

Hepatozyten in das Gallensystem sezerniert wird, und die hohe Konzentration der Gal-

lensäure im proximalen Bereich der Gallengänge zu einer Entfernung der Hülle führt, 

wodurch es zu einer Ausscheidung der nackten Viren in den Darmtrakt kommt (9,10). 

Darüber hinaus existiert eine quasi-umhüllte Form, bei welcher das Virus zusätzlich 

zur Proteinhülle noch eine vom Wirt produzierte Hülle umgibt. Dies führt zu einer Se-

zernierung von Viruspartikeln ohne Zelllyse der Wirtszelle. Diese Form lässt sich im 

Blut von infizierten Patienten nachweisen und ist somit die übertragende Form bei den 

selten vorkommenden Infektionen über Blutprodukte (5,11,12).  

Bisher wurde nur ein HAV-Serotyp beschrieben und das Virus ist derzeit in sechs Ge-

notypen unterteilt. Nur die Genotypen I–III sind humanpathogen (13,14) und werden 
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jeweils in Subgenotypen unterteilt. HAV-Genotypen kennzeichnen eine Nukleotidse-

quenzvariation von >15%, während Subgenotypen mit einer Nukleotidsequenzabwei-

chung von >7,5% definiert sind (1,15). Die verschiedenen Genotypen zeigen global 

unterschiedlich starke Prävalenzen. Während in Osteuropa, in den Balkanländern und 

China vor allem der Genotyp IA vorherrschend ist, lässt sich in Indien eine starke Ver-

breitung des Genotyps IIIA verzeichnen (16,17). In Nord- und Südamerika gilt Genotyp 

IA als am weitesten verbreitet. Zwischen 2013 und 2018 konnten jedoch auch erhöhte 

Fallzahlen von Genotyp IB und IIIA festgestellt werden (18). Aufgrund dieser inhomo-

genen globalen Verteilung der HAV-Genotypen kann bei Ausbrüchen mittels phyloge-

netischer Analysen des Virus eine geographische Rückverfolgung des HAV-Stamms 

durchgeführt werden (15,19). 

1.2 Klinik und Diagnostik 

Die Inkubationszeit von Hepatitis A beträgt in der Regel zwischen 15 und 50 Tagen. 

Das anschließende Auftreten von Symptomen unterscheidet sich stark nach dem Alter 

der infizierten Person. Bei Kindern verläuft die Infektion häufig asymptomatisch, bei 

Erwachsenen sind symptomatische, mit Ikterus einhergehende Verläufe, mit über 70% 

zu erwarten (13,20). Die für Hepatitis A typischen Symptome wie Müdigkeit, Fieber, 

Erbrechen, Appetitlosigkeit, Bauchschmerzen, Übelkeit und Gelbsucht lassen zu-

nächst keine Unterscheidung von anderen viralen Hepatitiden zu. Serologisch können 

erhöhte Werte der Leberenzyme ALT und AST im Blut auf eine Lebererkrankung bzw. 

Schädigung der Hepatozyten hinweisen (21). Weitere Krankheitsbilder wie Pankreati-

tis, Mononeuritis, akutes Nierenversagen, Guillain-Barré-Syndrom, Pneumonitis, Myo-

karditis, Pleura- und Perikardergüsse, Arthritis, Hämolyse und aplastische Anämie 

wurden mit einer HAV-Infektion in Verbindung gebracht (15). Eine Infektion mit HAV 

ist meist selbstlimitierend und die Symptome manifestieren sich in der Regel nicht län-

ger als zwei Monate (1,13). Außerdem sind schwere Verläufe mit akutem Leberversa-

gen und Akut-auf-chronischem Leberversagen bis hin zu Todesfällen bekannt 

(17,22,23). Die World Health Organisation schätzt die Zahl der jährlichen HAV-Infekti-

onen auf 1,5 Millionen (14). Eine Studie mit gesammelten Daten von Global Health 

Data Exchange aus 204 Ländern und Regionen zeigte, dass die weltweite Zahl der 

Hepatitis-A-Neuerkrankungen zwischen 1990 und 2019 um 13,90% von 139,54 Millio-
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nen auf 158,94 Millionen gestiegen ist. Die Zahl der durch HAV verursachten Todes-

fällen ist jedoch im selben Zeitraum um 63,61% von 10.790 auf 3.930 gesunken (24). 

Auffällig ist hierbei, dass 97% der Todesfälle aufgrund von Hepatitis-A in Ländern mit 

niedrigem bzw. niedrig bis mittlerem Einkommen aufgetreten sind (13). 

Die Diagnostik einer akuten HAV-Infektion erfolgt in der Regel durch Nachweis von 

IgM-Antikörpern gegen HAV. Die IgM-Antikörper werden wenige Wochen nach Infek-

tion produziert und können mehrere Wochen nach der Infektion nachgewiesen wer-

den. IgG-Antikörper werden zeitgleich bzw. leicht verzögert zu den IgM-Antikörpern 

produziert und können mehrere Jahre bis lebenslang nach der Infektion nachgewiesen 

werden(13–15,1,23,25). 

1.3 Epidemiologie und Transmission 

HAV wird meist fäkal-oral übertragen. Ausschlaggebende Faktoren sind hier vor allem 

mangelnde Hygiene sowie die Übertragung des Virus über kontaminiertes Wasser und 

Lebensmittel (4). Eine hohe Resistenz des Virus gegenüber Einfrieren, niedrigen pH-

Werten und moderater Hitzeeinwirkung führt zu einer hohen Widerstandsfähigkeit von 

HAV (4,26). Dies hat zur Folge, dass der Erreger mehrere Stunden auf der menschli-

chen Haut und mehrere Tage auf Oberflächen infektiös bleiben können. Kontaminierte 

Handoberflächen können somit bei der Verarbeitung von Lebensmittel zu einer nach-

träglichen Kontamination der Lebensmittel führen (26,27). Der Fokus liegt hierbei vor 

allem auf Meeresfrüchten, gefrorenen Lebensmitteln wie Beeren und Gemüse und 

„Ready-to-eat“ Produkten (4). Sowohl direkter Kontakt mit einer infizierten Person als 

auch indirekter Kontakt über kontaminierte Lebensmittel oder Wasser stellen die 

Hauptinfektionswege dar (4). 

Ein weiterer potenzieller Übertragungsweg von HAV ist Wasser, das für Trink- und 

Haushaltszwecke genutzt wird. Dies verursacht vor allem in Gemeinschaftsunterkünf-

ten einen erhöhtes Infektionsrisiko. In einem Fallbericht aus Korea konnte die HAV-

Infektion von 12 von 82 Bewohnern einer Pflegeeinrichtung mit großer Wahrschein-

lichkeit auf kontaminiertes Wasser zurückgeführt werden. HAV-RNA konnte im Grund-

wasser nachgewiesen werden (28). 
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Vereinzelt sind auch Fälle bekannt, in denen HAV durch Blutprodukte in der virämi-

schen Phase bei Bluttransfusionen oder durch kontaminierte Nadeln übertragen 

wurde. Ebenso sind Infektionen durch Organtransplantationen bekannt (4,20,29,30). 

Zu den Hauptrisikogruppen für eine HAV-Infektion zählen vor allem ungeimpfte Rei-

sende, die von nicht endemischen Ländern in endemische Länder reisen, Männer die 

Sex mit Männern haben, Drogenkonsumenten, obdachlose Personen, Personen mit 

engem Kontakt zu Menschen aus HAV-endemischen Ländern und Personen mit einer 

erhöhten beruflichen Exposition (4,20). In Europa zählen zusätzlich Konsumenten von 

Tiefkühlbeeren als eine relevante Risikogruppe (31,32). 

Die Epidemiologie von HAV zeigt eine Korrelation mit den sozioökonomischen Ver-

hältnissen mit deutlich erhöhter Belastung in Ländern mit niedrigem bzw. mittlerem 

Einkommen. Weltweit werden die jährlichen Neuinfektionen laut eines WHO-Reports 

auf ca.1,5 Millionen geschätzt (13,14,33). Eine genaue Erhebung kann hinsichtlich ei-

ner hohen Dunkelziffer aufgrund von zahlreichen asymptomatischen Verläufen mit an-

schließender Immunität im jungen Alter nicht durchgeführt werden (34). Eine hohe 

Durchseuchungsrate in jungem Alter geht mit einem hohen Maß an Immunität in der 

Bevölkerung einher (15). Eine Verlagerung des Infektionsrisikos in eine höhere Alters-

gruppe korreliert mit einem erhöhten Risiko für einen symptomatischen bzw. schwere-

ren Krankheitsverlauf bis hin zur Entwicklung eines Leberversagens. Dies zeigt sich 

beispielsweise in Indien (13,17)  

Im globalen Rahmen führen wirtschaftlicher Aufschwung und verbesserte hygienische 

Bedingungen in einigen Regionen und Ländern zu einer Verlagerung des Alters der 

Erstinfektion von der frühen Kindheit in das Jugend- bzw. Erwachsenenalter (13). Laut 

einer Studie der „Indian National Association for Study of the Liver“ von 2020 ist der 

Prozentsatz an akuten Leberversagen in Indien aufgrund einer HAV-Infektion in den 

letzten drei Jahrzehnten deutlich gestiegen, hierbei gilt jedoch zu beachten, dass zum 

Teil in dieser Studie nur sehr geringe Fallzahlen vorliegen (13,35). Auch in Korea lässt 

sich die Verlagerung der Erstinfektion in ein höheres Alter feststellen. Dies hat auch 

hier einen exponentiellen Anstieg an symptomatischen HAV-Infektionen zur Folge 

(36). 
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Auch innerhalb einer Bevölkerungsgruppe lässt sich dieser Effekt anhand der starken 

sozio-ökonomischen Korrelation bezüglich der HAV-Seroprävalenz feststellen. Dies 

spiegelt sich auch in einer Studie aus Indien und Bangladesch wider, die zeigt, dass 

in urbaneren Regionen mit einem höheren sozioökonomischen Status eine niedrigere 

Seroprävalenz von anti-HAV-IgG als in ländlicheren und ärmeren Gegenden gemes-

sen werden kann (22). Ein ähnlicher Trend lässt sich auch in Saudi Arabien, Süd-Ost 

Asien und China beobachten (36–38). 

Allgemein haben die Globalisierung und der internationale Handel mit Lebensmitteln 

einen Einfluss auf die Epidemiologie von HAV. Bereits in der Vergangenheit konnten 

HAV-Ausbrüche in nicht endemischen Ländern auf zuvor importierte Lebensmittel zu-

rückgeführt werden (32). Bei einem 2013 bis 2014 stattgefundenen HAV-Ausbruch des 

Genotyps IA in mehreren europäischen Ländern konnte eine starke Korrelation zu zu-

vor konsumierten importierten gefrorenen Beeren festgestellt werden (31). 

1.4 Zugelassene Therapieoptionen gegen HAV 

Es gibt derzeit noch keine für die Therapie von HAV zugelassene Medikation. Da viele 

HAV-Infektionen selbstlimitierend verlaufen, beschränkt sich die Therapie meist auf 

die Behandlung der Symptome mit zum Beispiel fiebersenkenden Medikamenten (39). 

Präventiv wird der Fokus vor allem auf die Umgebungsprophylaxe im Rahmen von 

sorgfältiger Lebensmittel-, Hände- und Sanitärhygiene gelegt (4). Es gibt zwei gegen 

Hepatitis A zugelassene Impfstoffe: einen lebend-attenuierten Impfstoff, welcher in 

China, Guatemala, Bangladesch, auf den Philippinen, Thailand und Indien verwendet 

wird und einen in Europa und den USA zugelassenen formalin-inaktivierten Impfstoff 

(39). Die Ständige Impfkommission (STIKO) am Robert Koch-Institut empfiehlt derzeit 

lediglich die Impfung von Risikopersonen. Dazu werden Personen mit Lebererkran-

kungen, Personen mit einem Sexualverhalten mit hoher Infektionsgefährdung, Perso-

nen mit häufiger Übertragung von Blutbestandteilen und Bewohner von psychiatri-

schen Einrichtungen oder vergleichbaren Fürsorgeeinrichtungen gezählt. Des Weite-

ren wird eine Impfempfehlung für Reisende in Regionen mit einer hohen HAV-Prä-

valenz und für Personen mit einem erhöhten Infektionsrisiko aufgrund ihrer beruflichen 

Tätigkeit ausgesprochen (40). 



6 

Neben der Prävention gegen eine HAV-Infektion wird die Impfung auch im Rahmen 

der Postexpositionsprophylaxe als Riegelungsimpfung verwendet. Hierfür wird eine 

Immunisierung mit einem monovalenten HAV-Impfstoff innerhalb von 14 Tagen nach 

Exposition durchgeführt (4,41). 

Gerade bei Patienten mit Komorbiditäten kann eine HAV-Infektion mit schwerwiegen-

den Folgen einhergehen und fatal enden (4,42). Eine antivirale Therapie könnte die 

Krankheitsdauer verkürzen, die Symptome reduzieren und entscheidend zum Patien-

tenwohl beitragen. Dies würde neben den positiven gesundheitlichen Aspekten auch 

eine ökonomische Entlastung der Gesundheitseinrichtungen bedeuten (43). Obwohl 

die Impfung ein effektives Mittel zur Prävention einer HAV-Infektion darstellt, sind die 

hohen Kosten der Herstellung ein limitierender Faktor für den Einsatz einer weltweiten 

und flächendeckenden Immunisierung (43). Das HAV-Antigen, welches für die Her-

stellung des inaktivierten Hepatitis-A-Impfstoffs benötigt wird, wird üblicherweise in 

menschlichen MRC-5 Zellen vermehrt, was die Hochskalierung der Impfstoffproduk-

tion erschwert (44). Da inzwischen auch von potentiellen Impffluchtvarianten berichtet 

wurde, könnte eine medikamentöse Therapie gegen HAV ein wichtiges Mittel zur Ein-

dämmung von Epidemien darstellen (43,45). 

Eine retrospektive Analyse von HAV-Infektionen aus Indien zwischen Januar 2014 und 

Dezember 2022 hat gezeigt, dass eine gezielte Therapie gegen Hepatitis A von hoher 

Relevanz wäre. In einem Leberzentrum waren von 14.706 Patienten mit akuter Gelb-

sucht 1.144 (7,72%) anti-HAV-IgM positiv. In die Studie wurden 690 positiv getestete 

Patienten eingeschlossen, wobei die meisten Patienten (68,1%) eine akute virale He-

patitis aufwiesen, gefolgt von 31,4% mit akutem Leberversagen und 0,43% mit einem 

Akut-auf-chronischem Leberversagen. Insgesamt wurden 45 Todesfälle registriert, 

was einer Letalitätsrate von 6,52% entspricht (17). 

Bereits in der Vergangenheit konnte eine erfolgreiche HAV-Replikation unter Verwen-

dung von verschiedenen Zelllinien etabliert werden (46). In dieser Arbeit wurde zu-

nächst ein Zellkultursystem etabliert, welches möglichst permissiv gegenüber unter-

schiedlichen HAV-Genotypen, sowohl aus nativem Patientenmaterial als auch von be-

reits in Zellkultur kultivieren HAV-Stämmen ist. Im Anschluss wurde ein potenzieller 

antiviraler Effekt von Virostatika auf die HAV-Replikation verschiedener Genotypen in-
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vitro untersucht. Die aktuelle Studienlage zeigt, dass das Virostatikum Ribavirin, wel-

ches in der Vergangenheit u.a. zur Therapie von Hepatitis C und Hepatitis E eingesetzt 

wurde, in in-vitro-Studien zu einem Rückgang der HAV-Replikation geführt hat (47–

50). Neben Ribavirin ist Sofosbuvir ein Virostatikum, das im Rahmen der Hepatitis C-

Therapie eingesetzt wird. Zusätzlich wurde Sofosbuvir mehrfach off-label bei chroni-

scher Hepatitis E-Infektion eingesetzt (51,52). In dieser Arbeit wurde untersucht, ob 

mögliche antivirale Effekte der Virostatika Ribavirin und Sofosbuvir auch bei den ver-

schiedenen humanpathogenen Genotypen von HAV beobachtet werden können und 

ob sich Genotyp-spezifische Unterschiede zeigen. 
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2 Materialien 

2.1 Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 
300µl LONG, ECO Rack of 96 GRIPTIPS Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz 
8 Channel Evolve Pipette Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz 
Desinfektionstücher Incidin™ OxyWipe S Ecolab, Monheim am Rhein, Deutschland 
MagNA Pure 96 System Fluid Roche Diagnostics, Basel, Schweiz 
EZ1&2™ Virus Mini Kit v2.0 (48) Qiagen, Venlo, Niederlande 
Handschuhe Gentle Skin® grip S Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland 
MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Vol-
ume Kit 

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz 

MagNA Pure 96 Output Plate Roche Diagnostics, Basel, Schweiz 
MagNA Pure 96 Processing Cartridge Roche Diagnostics, Basel, Schweiz 
Mikroröhre PCR-PT 2,0ml, PCR Performance 
Tested 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

BD MicrolanceTM 3 Kanülen 
Becton, Dickinson S.A., Franklin Lakes, New jer-
sey, USA 

Corning® Falcon® Tissue Culture Flask 25cm2 Corning, Corning, NY, USA 
Feinwaage MC 210 P Ziegra, Isernhagen, Deutschland 
MagNA Pure Sealing Foil Roche Diagnostics, Basel, Schweiz 
MagNA Pure Tip 1000 µl Roche Diagnostics, Basel, Schweiz 

Mehrkanaltransferpipette®-12 1-10 µl Eppendorf, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Mehrkanaltransferpipette®-8 50-200 µl Eppendorf, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Mehrkanaltransferpipette®-8 50-200 µl Eppendorf, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate 
with Barcode (0,1 mL) 

ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachus-
etts, Vereinigte Staaten 

Pipettenspitze Combitips advanced® Eppendorf, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Pipettenspitze SafeSeal SurPhob, 10µl, extra 
lang 

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Pipettenspitze SafeSeal SurPhob, 1250µl Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Pipettenspitze SafeSeal SurPhob, 200µl, XL Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Pipettenspitze SafeSeal-Tips professional® Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 
Schraubröhre 50ml, 114x28mm, PP Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Serologische Pipette 1 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Serologische Pipette 10 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Serologische Pipette 25 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Serologische Pipette 5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Spritze Discardit™ II 2 ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutsch-

land 

Spritze Discardit™ II 5 ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land 

Spritzenvorsatzfilter, Filtropur S 0,2, Porengröße 
0,2µm 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

TC-Platte 48 Well, Standard, F Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

TC-Platte 96 Well, Standard, F Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
TC-Platte 96 Well, Standard, K Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Transferpipette 3,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Transferpipetten 3,5ml  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkulturflasche Falcon® 12.5 cm², belüftet Corning, Corning, NY USA 
Zellkulturflasche Falcon® 25 cm², belüftet Corning, Corning, NY USA 

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien 
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2.2 Chemikalien, Zellkulturmedien und Puffer 

Bezeichnung Zusammenset-
zung 

Anmerkung Hersteller 

MEMM 85% MEM Ea-
gle 

mit EBSS; ohne L-Glutamin; 
mit 2,2 g/l NaHCO3 

PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

10% FCS hitzeinaktiviert bei 56 °C für 
30 min 

PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

1% L-Glutamin 200 mM  PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

1% MEM NEAA 100× konzentriert PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

1% Pen/Strep  Penicillin: 10E+04 U/ml  
Streptomycin: 10 mg/ml  

PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

1% Amphoteri-
cin B  

250 µg/ml  PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

1% MgCl₂ [3 M]  MgCl₂ in MEM [3 M] 
sterilfiltriert: Membran = PES | 
Porengröße = 0,2 µm 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, Vereinigte Staa-
ten  

BMEM 87% MEM Ea-
gle 

mit EBSS; ohne L-Glutamin; 
mit 2,2 g/l NaHCO3 

PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

10% FCS hitzeinaktiviert bei 56 °C für 
30 min 

PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

1% L-Glutamin 200 mM  PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

1% MEM NEAA 100× konzentriert PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

1% Pen/Strep  Penicillin: 10E+04 U/ml  
Streptomycin: 10 mg/ml  

PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland 

PBSo 
 

Ohne Ca2+ und Mg2+ Lonza, Basel, Schweiz 

AE Puffer 
  

Qiagen GmbH, Hilden, 
Deutschland 

DMSO Dimethyl Sul-
foxid 

 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, Vereinigte Staa-
ten 

Ribavirin  
 

Hycultec GmbH, Beutels-
bach, Deutschland 

Sofosbuvir 
  

Hycultec GmbH, Beutels-
bach, Deutschland 

MTT 5µg MTT in 1ml 
PBSo 

([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide]) 

 

H2O DEPC-be-
handelt 

  Carl Roth, Karlsruhe, 
Deutschland 

Trypsin   PAN Biotech, Aidenbach, 
Deutschland 

Tabelle 2: Chemikalien, Zellkulturmedien und Puffer 
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2.3 HAV-positives Material 

Probenbezeich-
nung 

Material HAV-RNA (c/ml) Genotyp 

V23-028876 Serum 1,6 × 107 IA 

V23-022683 Serum 4,0 × 106 IA 

V23-047758 Serum 2,0 × 107 IA 

V23-042713 Serum 1,4 × 106 IIIA 

V23-036792 Serum 2,3 × 106 IB 

V23-020758 Serum 2,4 × 106 IB 

V23-036039 Serum 2,2 × 106 IB 

V18 Zellkulturüberstand von per-
sistent infizierten Zellen 

 IB 

MBB Zellkulturüberstand von per-
sistent infizierten Zellen 

 IB 

Tabelle 3: HAV-positives Material.  Die Proben wurden vom Institut für Mikrobiologie und Hy-
giene am Universitätsklinikum Regensburg zu Verfügung gestellt und bis zur Weiterverwen-
dung bei −80 Grad Celsius aufbewahrt. Die angegebenen Konzentrationen und Genotypen 
wurden zuvor in der virologischen Diagnostik des Instituts für Mikrobiologie und Hygiene des 
UKR bestimmt. Angegeben ist die Probenidentifikationsnummer, die Materialart, die Konzent-
ration von HAV-RNA in Kopien pro Milliliter und der HAV-Genotyp. 

Das HAV-positive Probenmaterial wurde vom Institut für Klinische Mikrobiologie und 

Hygiene des Universitätsklinikum Regensburg zur Verfügung gestellt. Die Proben wur-

den zuvor von der Abteilung für Diagnostik auf Hepatitis A getestet und genotypisiert. 

Von den zu untersuchenden Genotypen wurden aus den zu Verfügung stehenden Pro-

ben diejenigen ausgewählt, welche eine hohe Viruslast aufwiesen. Die Proben wurden 

bis zur Verwendung bei −80 °C gelagert. 

Für die Positivkontrolle wurden in dieser Arbeit zwei vom Institut zu Verfügung gestellte 

HAV-Isolate „MBB“ und „V18“ verwendet. Es handelt sich hierbei jeweils um den HAV-

Genotyp IB, welcher aus Patientenmaterial gewonnen wurde. 
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2.4 Zelllinien 

Bezeichnung Gewebetyp Quelle 

A549  Lungenkarzinom ATCC ® CCL-185TM 

HepG2/C3A  Leberzellkarzinom ATCC ® CRL-3581TM 

PLC/PRF/5  Leberzellkarzinom ATCC ® CRL-8024TM 

Huh-7 Leberzellkarzinom (53) 

Huh-7-Lunet BLR Leberzellkarzinom (53) 

Vero Nierenzelle ATCC ® CCL-81TM 

MRC-5 Lungenfibroblast ATCC ® CCL-171TM 

Caco-2  Kolonadenokarzinom-Epithelzelle ATCC ® HTB-37TM 

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien 

Die hier angegebene Bezeichnung und Herkunft des Gewebetyps stammt von der 

Website der American Type Culture Association aus Manassas, Virginia, USA. Die 

Leberzelllinie Huh-7 und der Subklon Huh-7-Lunet BLR wurden freundlicherweise von 

Prof. Dr. Ralf Bartenschlager, Ruprecht-Karls-Universität Heidelberg, zur Verfügung 

gestellt (53). 

Im Rahmen dieser Arbeit wird die quantitative Virusproduktion und anschließende Iso-

lation von verschiedenen HAV-Genotypen auf verschiedenen Zelllinien getestet. Das 

beschriebene Protokoll wurde mit den in Tabelle 4 genannten Zelllinien durchgeführt 

(siehe Tabelle 4). Es handelt sich somit sowohl um Leberzelllinien als auch um Zellli-

nien eines anderen Gewebeursprungs. HAV-permissive Zelllinien wurden nach einer 

Literaturrecherche mit dem Bestand am Institut abgeglichen, weshalb die Zelllinien 

MRC-5, PLC/PRF/5, Huh-7, Caco-2 und Vero ausgewählt wurden. Zusätzlich wurden 

weitere am Institut verfügbare Zelllinien eingesetzt, die den Gewebetypen entspre-

chen, die in der Literatur als HAV-permissiv beschrieben wurden. Hier entschied man 

sich für Zellen der Lunge, A549, und Zellen der Leber, Huh-7-Lunet BLR und 

HepG2/C3A. 
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2.5 Geräte 

Geräte Hersteller 

Brutschrank ICO240med Memmert, Schwabach, Deutschland 

EZ1 Advanced XL Qiagen, Venlo, Niederlande 

Handdispenser Multipette® plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Kolbenhubpipette Reference® 0,5–10 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Kolbenhubpipette Reference® 100–1000 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Kolbenhubpipette Reference® 10–100 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Kolbenhubpipette Reference® 20–200 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Kühlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz 

MagNA Pure 96 System Roche Diagnostics, Basel, Schweiz 

Mehrkanalpipette Transferpette®-12 20–200 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mehrkanalpipette Transferpette®-8 50–200 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Metallblockthermostat als LABTHERM® Gebr. Liebisch, Bielefeld, Deutschland 

Pipettierhilfe Pipetboy acu 2 Integra, Biebertal, Deutschland 

SpectraMax ABS Plus microplate reader Molecular Devices, LCC, San José, CA, USA 

Tiefkühlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz 

Ultratiefkühlschrank Innova U725 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Vortex-Genie 2™ Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 

Zentrifuge 5417 C Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5430 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tabelle 5: Verwendete Geräte 

2.6 Software 

Bezeichnung Hersteller 

StepOneTM Software Applied Biosystems, Waltham, MA, USA 

SigmaPlot Systat Software Inc. 

Office Microsoft Corporation 

Zotero Corporation for Digital Scholarship, Inc., Vi-
enna, VA, USA 

SoftMax® Pro Software Molecular Devices, San Jose, CA, USA 

Inkscape Inkscape Community, Open-Source-Projekt 

OpenAI GPT-5-mini (2025) OpenAI, San Francisco, CA, USA 

OpenAI GPT-3.5 (2025) OpenAI, San Francisco, CA, USA 

HIV Sequence Database des Los Alamos Na-
tional Laboratory: Format Conversion 

Los Alamos National Laboratory, Los Ala-
mos, NM, USA 

Gemini 3 Flash Google DeepMind, London, UK 

Tabelle 6: Verwendete Software. Die KI-basierten Werkzeuge GPT-5-mini, GPT-3.5 und Ge-
mini 3 Flash wurden zur Rechtschreibprüfung; Unterstützung bei Formulierungen und im Rah-
men der Literaturrecherche verwendet. 
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3 Methoden 

3.1 Zellkultur 

Die Zelllinien wurden vom Institut für Klinische Mikrobiologie und Hygiene des Univer-

sitätsklinikums Regensburg in einer Zellkulturflasche Falcon® 12.5 cm² kultiviert und 

alle drei bis vier Tage bei ausreichender Konfluenz gesplittet und in eine neue Flasche 

überführt. Hierfür wurde zunächst der Zellkulturüberstand vollständig mittels Transfer-

pipette entfernt und anschließend jegliche Überstände durch kurzes Waschen mit 

Trypsin beseitigt. Im darauffolgenden wurden ca. 2 ml Trypsin auf den Zellrasen ge-

geben. Nach ca. 2 Minuten ließ sich mikro- und makroskopisch das Lösen der Zellen 

vom Boden der Zellkulturflasche erkennen. Das sich auf dem Zellrasen befindende 

Trypsin wurde bis auf ca. 0,5 ml entfernt. Durch mechanische Bewegungen wurden 

die Zellen in den verbleibenden 0,5 ml Trypsin in Suspension gebracht. Nachfolgend 

wurde das Nährmedium BMEM hinzugegeben und die Zellen je nach gewünschtem 

Splittingfaktor in eine entsprechende Menge Nährmedium aufgenommen. Für die An-

zucht der Zellkultur im 96-Well-Format wurden je 200 µl der Zellsuspension in die ent-

sprechenden Wells gegeben und für drei Tage bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert.  

3.2 Virusinokulation und Passagierung 

Vor Verwendung wurde das HAV-positive Material aufgetaut und gevortext. Die Seren 

wurden anschließend für 10 Minuten bei 8000 × g zentrifugiert. Der entstandene 

Überstand wurde abgenommen und in eine neue 2 ml Mikroröhre überführt. Das 

entstandene Material wurde mit PBSo/BSA 0,2% auf ein Arbeitsvolumen von 2 ml auf-

gefüllt. Nachfolgend wurden die Proben mittels 0,2 µm Spritzenvorsatzfilter sterilfil-

triert. Bis zur Inokulation wurde das HAV-positive Material erneut bei -80°C asserviert. 

Die Inokulation der zuvor in 96-Well-Platten kultivierten Zelllinien erfolgte drei Tage 

nach Splitting der Zelllinien. Die Inokulate wurden auf Raumtemperatur gebracht, ge-

vortext und zentrifugiert. Der 200 µl Zellkulturüberstand der angezüchteten Zelllinien 

im 96-Well-Platten-Format wurde mittels Transferpipette entfernt und verworfen. Auf 

den Zellrasen wurden je 50 µl des Inokulums gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 

80 min bei Raumtemperatur wurden 150 µl des Nährmediums BMEM zugegeben und 
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die Zellen wurden im Brutschrank bei 34,5 °C und 5% CO2 inkubiert. Bei der Belegung 

der 96-Well-Platte wurden alle HAV-positiven Proben in technischen Triplikaten 

inokuliert, welche jeweils von einem Well mit PBSo unterbrochen wurden. Zudem 

wurde nur jede zweite Reihe belegt. Folglich waren für die zu untersuchenden Zellli-

nien acht 96-Well-Platten erforderlich. Dieser Versuchsaufbau verhinderte somit eine 

Kontamination zwischen HAV-positiven Ansätzen. 24 Stunden post Inokulation wurde 

der Zellkulturüberstand vollständig abgenommen und durch neues Nährmedium auf 

den Zellrasen ersetzt. Im Folgenden wurde alle 3-4 Tage ein kompletter 

Medienwechsel durchgeführt. Die BMEM Überstände wurden an Tag 1, 4, 7, 14, 21 

und 28 post Inokulation asserviert und auf -80 °C gelagert.  

Für den anschließenden Versuch der Medikamententestung wurde der HAV-positive 

Überstand des zuvor beschriebenen Versuchs verwendet. Da die Evaluation der 

Ergebnisse, wie im Weiteren in dieser Arbeit beschrieben, zu einer guten de-novo-

Isolation der HAV-Stämme unter Verwendung der Huh-7-Zelllinie geführt hat, wurde 

der hierbei entstandene Zellkulturüberstand von Tag 32 und Tag 35 verwendet. Vor 

Weiterverwendung der Zellkulturüberstände wurde von der Abteilung für Diagnostik 

des Instituts für Klinische Mikrobiologie und Hygiene des Universitätsklinikum Regens-

burg eine Genotypisierung des HAV-positiven Materials durchgeführt, welche die 

Genotypen der Proben bestätigen konnte (Ergebnisse siehe Anhang Tabelle 1). 

Für den Versuch der Medikamententestung wurde an Tag 32 und 35 

Zellkulturüberstand aus der Anzucht HAV aus Originalmaterial im 96-Well-Format 

abgenommen und in eine 2 ml Mikro-Schraubröhre gegeben und anschließend bei -

80 °C asserviert. Dieser wurde anschließend zunächst aufgetaut, gevortext und 

zentrifugiert. Zu den ca. 200 µl Zellkulturüberständen der de-novo-Isolationen wurden 

500 µl BMEM ergänzt, um ein ausreichendes Arbeitvolumen zu erhalten. Von den 

Positivkontrollen MBB und V18 war bereits ein ausreichendes Volumen vorhanden. 

Anschließend wurde der Zellkulturüberstand bei 8000 × g in der Eppi-Zentrifuge für 

zehn Minuten zentrifugiert. Da die Überstände aus einer sterilen Zellkultur stammen, 

wurde hier nicht erneut sterilfiltriert. Um genug Ausgangmaterial für die weiteren 

Testungen zur Verfügung zu haben, wurde eine Passagierung in eine T 12,5 Flasche 

durchgeführt.  
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Hierfür wurde eine Zellkulturflasche T 12,5 mit Huh-7-Zellen mit einer Konfluenz von 

ca. 90% verwendet. Der Zellkulturüberstand wurde vollständig abgenommen und je 

500 µl des zuvor vorbereiteten Inokulums wurden pro Zellkulturflasche auf den 

Zellrasen gegeben. Die Adsorption erfolgte bei Raumtemperatur auf einem 

Plattenschüttler (90 U/min) für 75 Minuten. Nach dieser Zeit wurden je 1,5 ml BMEM 

in jede Zellkulturflasche T 12,5 gegeben. An Tag 1 und Tag 3 nach der Inokulation 

fand ein vollständiger Medienwechsel statt. Anschließend wurde alle 3-4 Tage ein 

vollständiger Medienwechsel durchgeführt. Am Tag 21 und 28 wurde 0,5 ml des beim 

Medienwechsel gewonnenen Zellkulturüberstand für eine PCR Testung abgenommen 

und bei -80 °C asserviert. Der restliche Zellkulturüberstand wurde in ein 15 ml Falcon 

gegeben und ebenfalls bei -80 °C asserviert. Anschließend wurde zunächst die 

Nukleinsäure isoliert und eine RT-qPCR durchgeführt.  

3.3 Isolierung der Nukleinsäure 

Die Nukleinsäureisolierung wurde mit dem MagNA Pure 96 System durchgeführt. Ver-

wendet wurde das MagNA Pure 96 DNA und Viral NA Small Volume Kit mit dem Viral 

NA Universal SV 4.0 Protokoll. Hierfür wurden 50 µl des Zellkulturüberstands mit 150 

µl BMEM verdünnt. Aus 200 µl des eingesetzten Arbeitsvolumen konnten 100 µl Elu-

tionslösung gewonnen werden. 

3.4 HAV-RNA-Quantifizierung mittels RT-qPCR 

Die HAV-Nukleinsäurequantifizierung wurde mittels Real-Time-qPCR durchgeführt. 

Der hierfür eingesetzte Mastermix je Well setzte sich zusammen aus 10,92 µl DEPC 

Wasser, 7,50 µl TaqPath™ 1 Step RT-qPCR MM, 1,88 µl HAV forward Primer 68 (500 

nM), 1,88 µl HAV reverse Primer 240 (500 nM), 1,88 µl HAV reverse Primer 240 mo-

difiziert (500 nM) und 0,94 µl HAV-Sonde 150_so_FAM-MGB. Alle Bestandteile wur-

den vor Verwendung gevortext und zentrifugiert. Es wurden je 25 µl des Mastermixes 

in die zu testenden Wells der Reaktionsplatte gegeben. Hierzu wurden je 5 µl des 

Nukleinsäureisolat gegeben, die zuvor auf Raumtemperatur erwärmt wurden. Die für 

standardisierten Eichkurven verwendeten Isolate wurde für drei Minuten in einen Ther-

moblock bei 65 °C gegeben und schließlich für eine Minute in einem zuvor bei −20 °C 
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gelagertem Metallständer abgekühlt. Die qPCR wurde nach dem folgendem Zeit- und 

Temperaturprotokoll durchgeführt.  

 

Run Method Temperatur TaqPath 

RT-Schritt 50 °C  15 min 1 Zyklus 

Enzymaktivierung 95 °C 2 min 1 Zyklus 

Denaturierung 95 °C 5 sec 45 Zyklen 

Annealing/Extension 60 °C 30 sec 

Abkühlen 4 °C 30 sec 1 Zyklus 

Tabelle 7: Temperaturprofil RT-qPCR 

Um eine Quantifizierung zu ermöglichen, wurde bei jeder PCR eine standardisierte 

Eichkurve mitbestimmt. Hierfür wurden vom Institut bereitgestellte HAV-Transkripte 

eingesetzt.  

3.5 Herstellung der Suspension der Virostatika 

Die lyophilisierten Virostatika Ribavirin und Sofosbuvir wurden in DMSO zu einer Kon-

zentration von 80 mM rekonstituiert. Die so hergestellten Stocks wurden bei −80 °C 

bis zur Verwendung gelagert. 

3.6 Virostatika-Testung 

Vor Verwendung des HAV-positiven Materials aus dem bereits beschriebenen Pool 

von Tag 21 und 28 für die Inokulation von je zwei 96-Well-Platten pro Serum wurden 

die Proben von V18, MBB, V23-20758, V23-22683, V23-42713 und V23-47758 zu-

nächst so verdünnt, dass alle eine normierte Viruslast von ca. 4 × 106 c/ml enthielten. 

Um dies zu erreichen, wurde zu den Proben eine entsprechende Menge des BMEM 

hinzugegeben. Es wurde gewährleistet, dass von jeder Probe ein Endvolumen von 

insgesamt 7,5 ml zur Weiterverarbeitung zur Verfügung stand. Die Viruslast der ein-

gesetzten Suspension aus HAV-positivem Material und der Zellsuspension wurde mit-

tels einer PCR-Testung bestimmt. Das eingesetzte Material aller verwendeten Vi-

russuspensionen wies eine HAV-RNA-Konzentration zwischen 6,78 × 105 c/ml und 

8,22 × 105 c/ml auf (siehe Tabelle 2 im Anhang). 
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Für die Anzucht des Virus wurden 100% konfluente Huh-7 mit dem Faktor 1:6 mit 

BMEM gesplittet. Ein Teil der Zellsuspension wurde mit dem Faktor 1:4 mit BMEM 

verdünnt und je 200 µl als Negativkontrolle in die 96-Well-Platte gegeben. Zu der rest-

lichen Zellsuspension wurde anschließend HAV-positiver Zellkulturüberstand gege-

ben, der zuvor auf 4 × 106 HAV RNA c/ml normiert wurde. Die Suspension wurde re-

suspendiert und anschließend je 200µl in die entsprechenden Wells der 96-Well-Platte 

entsprechend der Plattenbelegung in Abbildung 1 gegeben. Die Zellkulturplatten wur-

den im Brutschrank bei 34 °C und 5% CO2 gelagert. 

24 Stunden später wurden die zu untersuchenden Virostatika zu der Zellkultur gege-

ben. Hierfür wurde zunächst eine Verdünnungsreihe des jeweiligen Virostatikums her-

gestellt. Die Medikamentensuspension wurde auf Raumtemperatur gebracht, gevor-

text und abgefugt. Die Verdünnungsreihe wurde durch zwei Vorverdünnungsschritte, 

erst in DMSO und dann in BMEM, vorbereitet und auf die in Tabelle 8 gelisteten Ver-

dünnungen eingestellt. Dabei betrug die DMSO-Konzentration 5%. 

Zwischenverdünnung 

4000 µM 

2000 µM 

1000 µM 

500 µM 

250 µM 

125 µM 

62,5 µM 

31,25 µM 

15,625 µM 

7,8125 µM 

Tabelle 8: Zwischenverdünnung der Virostatika Ribavirin und Sofosbuvir in µM. Die DMSO-
Konzentration beträgt 5%. 

Für die Zugabe des Medikaments wurde zunächst der Zellkulturüberstand der zwei 

96-Well-Platten abgenommen. Anschließend wurde in jedes Well 190 µl frisches 

BMEM-Nährmedium gegeben und im darauffolgenden je 10 µl der jeweiligen Zwi-

schenverdünnung des Medikaments. Somit ist die in Abbildung 1 aufgelistete Endver-
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dünnung des Virostatikums (0,39 bis 200 µM) entstanden. Die DMSO-Endkonzentra-

tion belief sich auf 0,25%. Es wurde jede Verdünnung als technisches Triplikat erstellt, 

um eine Reproduzierbarkeit des Effekts innerhalb des Versuches zu gewährleisten. 

 

Abbildung 1: Belegung der TC-Platte 96 Well (Standard F) Platte. Angegeben ist hierbei die 
Verdünnung der Virostatika in µM. Die grün hinterlegten Felder beinhalten Ribavirin, die blau 
hinterlegten Felder Sofosbuvir. Die DMSO-Endkonzentration belief sich auf 0,25%. Die Wells 
E 9–11 und F 9–11 stellen die Positivkontrolle ohne Medikament dar (jeweils mit und ohne 
DMSO). Die Felder G 9–11 und H 9–11 stellen die Negativkontrolle ohne Virusmaterial dar 
(jeweils mit und ohne DMSO). Die Felder 4 A–H, 8 A-H und 12 A–H stellen Wells dar, in wel-
chen PBSo enthalten ist. Diese Spalten dienen als Platzhalter. 

Alle drei bis vier Tage wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und 190µl frisches 

BMEM je Well auf die Zellen gegeben. Bei jedem Medienwechsel wurde die bereits 

beschriebene Medikamentenmenge zu dem Nährmedium hinzugegeben. Dies ent-

sprach 10 µl des verdünnten Virostatikums je Well. Sieben Tage nach Inokulation 

wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und in eine neue 96-Well-Platte (Stan-

dard K) übertragen und für RT-qPCR Testung verwendet. In jedes Well wurde je 100 

µl frisches BMEM-Nährmedium auf die Zellen gegeben. Die Nukleinsäureisolation so-

wie die RT-qPCR Testung fanden hier nach dem gleichen Protokoll wie zuvor be-

schrieben statt.  

3.7 MTT-Viability-Assay nach Mosmann 

Für die Testung der Zellviabilität wurde der MTT-Viability-Assay nach Mosmann im 96-

Well-Format durchgeführt (54). Der Zellkulturüberstand wurde abgenommen und wie 

bereits beschrieben durch 100 µl frisches BMEM ersetzt. Für die MTT-Reaktion wur-

den 10 µl MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) in einer 

Konzentration von 5 mg/ml in jedes Well gegeben. Die 96-Well-Platte wurde für eine 

Stunde bei 34,5 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden pro 

Well je 100µl des MTT-Lyse-Puffers zugegeben. Die Platte wurde bei Raumtemperatur 
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im Dunklen über Nacht gelagert. Die photometrische Messung erfolgte im SpectraMax 

ABS Plus microplate reader bei einer Wellenlänge von 595 nm. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Unterschiedliche Permissivitäten verschiedener Zelllinien mit 

schnellerer Infektion von bereits passagierten HAV-positiven 

Materialien im Vergleich zu den de-novo-Isolationen 

Um die Permissivität verschiedener Zelllinien gegenüber unterschiedlichen HAV-Ge-

notypen auf die de-novo-Infektion und Passagierung zu untersuchen, wurden acht ver-

schiedene Zelllinien verwendet: A549 (ATCC ® CCL-185TM), HepG2/C3A (ATCC ® 

CRL-3581TM), PLC/PRF/5 (ATCC ® CRL-8024TM), Huh-7, Huh-7-Lunet BLR, Vero 

(ATCC ® CCL-81TM, MRC-5 (ATCC ® CCL-171TM) und Caco-2 (ATCC ® HTB-37TM). 

Diese wurden jeweils mit HAV-positiven Seren der Genotypen IA, IIIA und IB inokuliert. 

Neben verschiedenen Seren wurde für die Inokulation zusätzlich Zellkulturüberstand 

von den zellkulturadaptierten Virusstämmen V18 und MBB des Genotyps IB verwen-

det. Untersucht wurde jeweils die HAV-RNA-Konzentration im Zellkulturüberstand 

nach einem, vier, sieben, 14, 21 und 28 Tagen mittels RT-qPCR. Es wurden von jedem 

HAV-positivem Material technische Triplikate erstellt. Das arithmetische Mittel der er-

mittelten logarithmierten HAV-RNA-Konzentration pro Milliliter wurde berechnet und ist 

als jeweiliger Messpunkt graphisch dargestellt (siehe Abbildung 2). Der Standard Error 

of the Mean der Triplikate ist mittels Fehlerbalken visualisiert. 
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Abbildung 2: Inokulation der Zelllinien MRC-5, Huh-7, Caco-2 und PLC/PRF/5 mit nativem 
sowie bereits zellkulturadaptiertem HAV-positiven Material.  Die Messung der HAV-RNA-Kon-
zentration in Kopien pro Milliliter erfolgte an Tag 1, 4, 7, 14, 21 und 28 nach Inokulation der 
Zelllinien aus dem Überstand mittels PCR. Die Messpunkte stellen den Mittelwert der techni-
schen Triplikate dar. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. Die Zell-
linien wurden mit dem (A) zellkulturadaptierten HAV-IB-Stamm MBB, (B) zellkulturadaptierten 
HAV-IB-Stamm V18, (C) HAV-IA-positiven Serum V23-028876, (D) HAV-IA-positiven Serum 
V23-022683, (E) HAV-IIIA-positiven Serum V23-042713 oder (F) HAV-IB-positiven Serum 
V23-036792 inokuliert. 
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In einem ersten Versuch wurden die Zelllinien MRC-5, Huh-7, Caco-2 und PLC/PRF/5 

mit den HAV-positiven Zellkulturüberständen MBB und V18 (jeweils HAV-IB), sowie 

den Seren V23-028876, V23-022683 (jeweils HAV-IA), V23-042713 (HAV-IIIA) und 

V23-036792 (HAV-IB) inokuliert (siehe Abbildung 2). 

Bei der Inokulation der Zellen mit Nativmaterial konnte ein deutlicher Abfall der Virus-

last im Laufe der ersten sieben Tagen nach Inokulation bei allen Zelllinien festgestellt 

werden. Dieser war gefolgt von einem Anstieg der Viruslast, welcher am deutlichsten 

von allen Seren bei der Huh-7-Zelllinie ausgeprägt war. Bei den Seren V23-028876, 

V23-022683 und V23-042712 war der Anstieg bei der Huh-7-Zellinie ab dem Tag sie-

ben sichtbar, bei dem Serum V23-036792 war der Anstieg ab dem Tag 14 nach Inoku-

lation ersichtlich. 

Bei der Zelllinie PLC/PRF/5 war ab Tag sieben nach Inokulation eine Stagnation bis 

hin zu einem Abfall der HAV-RNA-Konzentration zu erkennen. Auch in den Zelllinien 

MRC-5 und Caco-2 zeichnete sich ein ähnlicher Trend wie in der Zelllinie PLC/PRF/5 

ab. Hier waren vereinzelte Anstiege der HAV-RNA-Konzentration erkennbar, insge-

samt lagen die Werte jedoch deutlich unter den bei der Zelllinie Huh-7 gemessenen 

Werten.  

Die Infektion der Zelllinien mit den bereits passagierten HAV-IB-Isolaten V18 und MBB 

zeigten eine um ca. eine log-Stufe höhere Ausgangsviruslast als die Nativmaterialien. 

Ein leichter Abfall der HAV-RNA-Konzentration konnte bis zum Tag vier nach Inokula-

tion gemessen werden. Anschließend stieg die Viruslast zurück auf das Ausgangsni-

veau, übertraf dieses oder bliebt leicht unter dem Ausgangsniveau. Insgesamt blieb 

die Viruslast recht konstant auf einem hohen Niveau (siehe Abbildung 2 A-B). 

Bei der Abnahme des Zellkulturüberstands einen Tag nach Inokulation, konnte bei den 

Seren V23-028876 (HAV-IA) und V23-036792 (HAV-IB) eine Veränderung des Zell-

kulturüberstands in eine gallertartige Konsistenz festgestellt werden. Eine Verminde-

rung der Konfluenz konnte mikroskopisch in den Wells mit diesen Seren bestätigt wer-

den. Die Integrität des hierbei zu untersuchenden Zellrasens konnte somit nicht ge-

währleistet werden, weshalb keine definitiven Aussagen zu der quantitativen Viruspro-

duktion getroffen werden konnten. Aus diesem Grund wurden weitere Seren derselben 

Genotypen identifiziert und inokuliert: V23-047758 (HAV-IA), V23-020758 (HAV-IB) 

und V23-036039 (HAV-IB). Die HAV-IB-positiven Seren wurden zusätzlich vorab 1:5 
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bzw. 1:10 vorverdünnt, um das Risiko eines potenziell toxischen Effekts vorab zu re-

duzieren. Als Positivkontrolle wurde der zellkulturadaptierte HAV-IB-Stamm V18 ver-

wendet. Die graphische Darstellung findet sich in Abbildung 3. 

 

Abbildung 3: Inokulation der Zelllinien MRC-5, Huh-7, Caco-2 und PLC/PRF/5 mit nativem 
sowie bereits zellkulturadaptiertem HAV-positiven Material.  Die Messung der HAV-RNA-Kon-
zentration in Kopien pro Milliliter erfolgte an Tag 1, 4, 7, 14, 21 und 28 nach Inokulation der 
Zelllinien aus dem Überstand mittels PCR. Die Messpunkte stellen den Mittelwert der techni-
schen Triplikate dar. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. Die Zell-
linien wurden mit dem (A) zellkulturadaptierten HAV-IB-Stamm V18, (B) HAV-IA-positiven Se-
rum V23-047758, (C) HAV-IB-positiven Serum V23-020758 (Verdünnung 1:10) oder, (D) HAV-
IB-positiven Serum V23-036039 (Verdünnung 1:5) inokuliert 

Hier lässt sich ein ähnlicher Trend wie bei dem ersten Isolationsexperiment beobach-

ten. Die Viruslast des HAV-adaptierten-Stamms fiel zunächst leicht ab, gefolgt war der 

Trend von einem Anstieg bzw. einer Stagnation. Eine Annäherung an eine maximale 

HAV-RNA-Konzentration konnte bei allen untersuchten Zelllinien früher festgestellt 

werden als bei der Infektion der Zelllinien mit nativem Probenmaterial (siehe Abbildung 

3 A). 
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Bei den de-novo-Isolationen zeigte sich ein Abfall der HAV-Konzentration bis zum Tag 

sieben nach Inokulation (siehe Abbildung 3 B–D). Die Zelllinie Huh-7 zeigte anschlie-

ßend einen deutlichen Anstieg der HAV-Konzentration, während es bei den anderen 

untersuchten Zelllinien zu einer Stagnation, einem Abfall oder nur einem sehr margi-

nalen Anstieg kam (siehe Abbildung 3 A–D). 

Auch in diesem Versuch kam es zu einer gallertartigen Veränderung des Zellkultu-

rüberstands bei den Ansätzen, die mit dem HAV-IB-positivem Serum V23-036039 in-

okuliert wurden. Daher wurden die weiteren vier Zelllinien A549, Huh-7-Lunet BLR, 

HepG2/C3A und Vero ausschließlich mit den Seren inokuliert, die nicht zu gallertarti-

gen Veränderungen des Zellkulturüberstands führten: V23-022683 (HAV-IA), V23-

042713 (HAV-IIIA), V23-047758 (HAV-IA) und V23-020758 (HAV-IB), siehe Abbildung 

4. 
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Abbildung 4: Inokulation der Zelllinien A549, Huh-7-Lunet BLR, HepG2/C3A und Vero mit na-
tivem sowie bereits zellkulturadaptiertem HAV-positiven Material.  Die Messung der HAV-
RNA-Konzentration in Kopien pro Milliliter erfolgte an Tag 1, 4, 7, 14, 21 und 28 nach Inokula-
tion der Zelllinien aus dem Überstand mittels PCR. Die Messpunkte stellen den Mittelwert der 
technischen Triplikate dar. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. 
Die Zelllinien wurden mit dem (A) zellkulturadaptierten HAV-IB-Stamm MBB, (B), zellkultur-
adaptierten HAV-IB-Stamm V18, (C) HAV-IA-positiven Serum V23-022683, (D) HAV-IIIA-po-
sitiven Serum V23-042713, (E) HAV-IA-positiven Serum V23-047758 oder (F) HAV-IB-positi-
ven Serum V23-020758 inokuliert. 
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Bei den bereits passagierten HAV-Stämmen ließ sich auch bei den Zelllinien A549, 

Huh-7-Lunet BLR, HepG2/C3A und Vero ein leichter Abfall der HAV-RNA-Konzentra-

tion feststellen gefolgt von einem Anstieg und einem sich anschließenden konstanten 

Niveau der HAV-RNA-Konzentration. Lediglich bei der A549-Zelllinie setzte sich der 

Trend des generellen leichten Abfalls ab Tag sieben fort. In dem Überstand der Vero 

und Huh-7-Lunet BLR Zellen wurden im Vergleich zu den HepG2/C3A und A549 Zellen 

insgesamt höhere RNA-Konzentrationen erreicht (siehe Abbildung 4 A-B). 

Bei den de-novo-Isolationen zeigte sich ein deutlicher Abfall der HAV-RNA-Konzent-

ration in allen Zelllinien. Ein deutlicher konstanter Anstieg der HAV-RNA-Konzentration 

konnte hier nur bei dem Serum V23-042713 (HAV-IIIA) und dem Serum V23-020758 

(HAV-IA) bei Inokulation der Huh-7-Lunet BLR Zellen nachgewiesen werden (siehe 

Abbildung 4 C-F). Bei den anderen getesteten Seren und Zelllinien zeigte sich im ge-

nerellen Trend ein Abfall der HAV-RNA-Konzentration. Vereinzelt kam es zu einer 

Stagnation oder einem leichten Anstieg (siehe Abbildung 4 C-F). Allgemein wurden 

hier niedrigere HAV-RNA-Konzentrationen erreicht als bei der Inokulation von HAV auf 

Huh-7-Zellen (siehe Abbildung 5). Abbildung 5 zeigt eine zusammengefasste Darstel-

lung der drei zuvor durchgeführten Experimente. Hierbei wird die HAV-RNA-Konzent-

ration der bereits mehrfach passagierten Stämmen V18 und MBB mit allen de-novo-

Isolationen verglichen. Die Darstellung ist hierbei unterteilt nach den unterschiedlichen 

Zelllinien, um einen Gesamtüberblick über den Erfolg der Inokulation aller Seren auf 

verschiedene Zelllinien zu erhalten. Es wurden nur de-novo-Isolationen verwendet, bei 

welchen es im Verlauf zu keiner gallertartigen Veränderung im Versuchsaufbau kam. 

Die Infektion von verschiedenen Zelllinien mit bereits passagierten HAV-Stämmen 

MBB und V18 war in diesem Fall bei allen Zelllinien erfolgreich. Es konnte schneller 

eine hohe Viruslast erreicht werden als bei den de-novo-Isolationen (siehe Abbildung 

5 A).  

Die de-novo-Isolationen führten bei Inokulation der Huh-7-Zellen bei allen verwende-

ten Genotypen zu dem schnellsten Anstieg der HAV-RNA-Konzentration. Auch quan-

titativ konnten unter Verwendung der Huh-7-Zelllinie die höchsten Viruslasten erzielt 

werden (siehe Abbildung 5 B). Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden die darauffol-

genden Versuch unter Verwendung der Huh-7-Zelllinie durchgeführt. 
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Abbildung 5: Die Box-Plots zeigen die zentrale Tendenz und Streuung der HAV-RNA in Kopien 
pro Milliliter aller verwendeten HAV-Stämme bezogen auf die untersuchten Zelllinien. Die Box 
zeigt hierbei die Spanne zwischen dem ersten Quartil (25%) und dem dritten Quartil (75%) der 
Werte an. Sie enthält somit 50% aller Daten. Die Whisker reichen bis zum kleinsten und größ-
ten Wert, der kein Extremwert darstellt. Ausreißende Werte sind als Punkte dargestellt. Die 
Linie in der Box markiert den Medianwert. (A) Darstellung der HAV-RNA-Konzentration der 
bereits passagierten Stämme V18 und MBB bezogen auf die Zelllinien A549, Caco-2, 
HepG2/C3A, Huh-7, Huh-7-Lunet BLR, MRC-5, PLC/PRF/5 und Vero (B) Darstellung der 
HAV-RNA-Konzentration der mit den Seren V23-022683, V23-042713, V23-047758 und V23-
020758 bezogen auf die Zelllinien A549, Caco-2, HepG2/C3A, Huh-7, Huh-7-Lunet BLR, 
MRC-5, PLC/PRF/5 und Vero 

Um genug Ausgangmaterial für die in-vitro Medikamententestung zur Verfügung zu 

haben, wurde eine Passagierung des im Rahmen des Isolationsversuchs 

gesammelten Zellkulturüberstand wie bereits beschrieben in eine T12,5 Flasche 

durchgeführt. Hierbei konnte festgestellt werden, dass an Tag 7 nach der Inokulation 

ein leicht ausgeprägter zytopathischer Effekt (CPE) in den Positivkontrollen MBB und 

V18 (beide HAV-IB), sowie in der Zellkulturflasche mit dem Inokulat der Serumprobe 

V23-47758 (HAV-IA) mikroskopisch feststellbar war. Der CPE war durch ein Abkugeln 

der Zellen sowie deren Ablösung aus dem Zellverband charakterisiert. Im Rahmen des 

Medienwechsels wurde der Zellkulturüberstand von Tag 21 und 28 gepoolt 

gesammelt. Die HAV-RNA-Konzentration wurde mittel RT-qPRC bestimmt. Tabelle 9 

zeigt die jeweils ermittelte Viruslast. 
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Probe HAV-RNA (c/ml) Genotyp 

negativ Kontrolle n.d. - 

MBB 2,50 × 108 IB 

V18 3,83 × 107 IB 

V23-20758 1,68 × 107 IB 

V23-22683 4,67 × 106 IA 

V23-42713 2,82 × 107 IIIA 

V23-47758 2,36 × 107 IA 

Tabelle.9: Viruslast in c/ml und Genotyp des sterilfiltrierten Pools des Zellkulturüberstands von 
Tag 21 und Tag 28 nach Inokulation von Huh-7-Zellen mit dem im vorherigen Versuch gesam-
melten Zellkulturüberstand 
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4.2 Nachweis eines ausbleibenden zytotoxischen Effekts von DMSO 

in niedrigeren Konzentrationen von 0,25% auf die HAV-RNA-

Konzentration 

In diesem Teil des Versuchs wurde der antivirale Effekt der Virostatika Ribavirin und 

Sofosbuvir auf die verschiedenen zuvor isolierten HAV-Stämme getestet. Die Anzucht 

des Virus erfolgte auf Basis der zuvor beschriebenen Ergebnisse unter Verwendung 

der Huh-7-Zelllinie auf Zellkulturplatten im 96-Well-Format. Der Zellkulturüberstand 

wurde an den Tagen 7 und 14 nach Inokulation der Zellen abgenommen und die HAV-

RNA-Konzentration mittels RT-qPCR bestimmt. Um die Zellviabilität zu bestimmen, 

wurde zu den gleichen Messzeitpunkten der MTT-Test nach Mosmann (54) durchge-

führt. 

Als Lösungsmittel für die beiden Medikamente wurde wie bereits beschrieben DMSO 

verwendet. DMSO hat einen nachgewiesenen zytotoxischen Effekt. Ziel war es, die 

DMSO-Konzentration so gering wie möglich zu halten, damit mögliche negativen Aus-

wirkungen auf die Zellkulturen und somit die HAV-Replikation minimiert werden. Die 

Endkonzentration lag bei 0,25% DMSO. Der Versuchsaufbau beinhaltete Negativkon-

trollen mit und ohne der Zugabe von 0,25% DMSO sowie Positivkontrollen mit dem 

entsprechenden Virus mit und ohne Verwendung von 0,25% DMSO. Sowohl die Posi-

tiv- als auch die Negativkontrolle wurden nicht mit den zu untersuchenden Virostatika 

behandelt. 
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Abbildung 6: Vergleich der HAV-Konzentration in c/ml jeweils mit und ohne 0,25% DMSO-
Behandlung an Tag 7 und 14 nach Inokulation 

Abbildung 6 stellt die HAV-Konzentration der verschiedenen Virusstämme an Tag 7 

und Tag 14 nach Inokulation dar. Der Mittelwert der HAV-RNA-Konzentration von drei 

technischen Replikaten der Positivkontrollen jeweils mit und ohne DMSO wurde ermit-

telt und graphisch dargestellt. Es zeigt sich hierbei, dass eine Konzentration von 0,25% 

DMSO keine Auswirkung auf die HAV-RNA-Konzentration hat (siehe Abbildung 6).  

Bei der mittels MTT-Assay ermittelten Zellviabilität konnte an Tag sieben zunächst 

keine Differenz bezüglich der mit DMSO behandelten Wells und der ohne DMSO be-

handelten Wells nachgewiesen werden (Abbildung 7). Die Messung nach 14 Tagen 

zeigte jedoch bei allen Virusstämmen eine leichte Verminderung der Zellviabilität der 

mit DMSO behandelten Zellen. Zu beachten ist bei dieser Darstellung, dass eine Ver-

minderung der Zellviabilität der bereits zellkulturadaptieren Stämme V18 und MBB 

auch aufgrund eines mikroskopisch sichtbaren zytopathischen Effekts (CPE) zustande 

gekommen sein könnte. Bereits hier wird deutlich, dass der V18-Stamm einen stärke-

ren CPE verursacht als der MBB-Stamm (Abbildung 7). In diesen Fällen kann somit 

keine Beurteilung eines negativen Effekts des DMSO in den mit den Virusstämmen 

infizierten Wells stattfinden. Ein negativer Effekt durch die DMSO-Konzentration von 

0,25% kann nicht vollständig ausgeschlossen werden. Quantitative Effekte bezüglich 

der HAV-RNA-Konzentration konnten aber nicht nachgewiesen werden. 
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Abbildung 7: Auswirkung der 0,25% DMSO-Behandlung anhand des Zellviabilitättests nach 
Mosmann an Tag 7 und 14. Angegeben ist die optische Dichte (Extinktion), gemessen bei der 
Wellenlänge 595 nm. 

4.3 Spezifische Medikamentenkonzentrationen vermindern die rela-

tive HAV-Replikation bei weitestgehend erhaltener Zellviabilität 

Untersucht wurden verschiedenen Konzentrationen der Virostatika Ribavirin und So-

fosbuvir in einer 1:2 Verdünnungsreihe aufsteigend von 0,39 µM bis hin zu 200 µM. 

Abbildung 8 zeigt die relative logarithmische HAV-Konzentration an 7 und 14 dpi in 

Prozent bezogen auf die Positivkontrolle mit 0,25% DMSO. Ebenso ist die prozentuale 

Zellviabilität bezogen auf die Positivkontrolle abgebildet, um eine Aussage bezüglich 

der Zytotoxizität der Virostatika treffen zu können. Abgebildet sind die bereits zellkul-

tadaptieren Stämme MBB und V18 des Genotyps IB sowie die de-novo-Isolationen 

V23-20758 (HAV-IB), V23-22683 (HAV-IA), V23-42713 (HAV-IIIA) und V23-47758 

(HAV-IA). 
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Abbildung 8: Relative logarithmische HAV-Replikation der HAV-positiven Materialien in Pro-
zent unter Einfluss von verschiedenen Konzentrationen von Ribavirin und Sofosbuvir bezogen 
auf die mit 0,25% DMSO behandelte Positivkontrolle ohne den Einfluss von Virostatikum 
(schwarze Kurve) in Huh-7 Zellen. In Bezug zu setzen mit der relativen Zellviabilität in Prozent 
unter Einfluss von verschiedenen Virostatika, bezogen auf die mit 0,25% DMSO behandelte 
Positivkontrolle (grüne Kurve). Als Messpunkt ist hier jeweils der Mittelwert der drei Messun-
gen der Triplikate gekennzeichnet. Die Fehlerbalken zeigen jeweils den Standardfehler des 
Mittelwerts an. Die Analysen erfolgten nach 7 und nach 14 Tagen nach Inokulation (A–D) 
Messung der HAV-Replikation des HAV Stamm MBB (HAV-IB) sowie die Prozentuale Zellvia-
bilität (E–H) Messung der HAV-Replikation des HAV-Stamms V18 (HAV-IB) sowie die prozen-
tuale Zellviabilität (I–L) Messung der HAV-Replikation des HAV Stamm V23-20758 (HAV-IB) 
sowie die prozentuale Zellviabilität (M–P) Messung der HAV-Replikation des HAV-Stamms 
V23-22683 (HAV-IA) sowie die prozentuale Zellviabilität (Q–T) Messung der HAV-Replikation 
des HAV-Stamms V23-42713 (HAV-IIIA) sowie die prozentuale Zellviabilität (U–X) Messung 

  V IB strain MBB  RBV  1 dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

5 

1  

15 

   

 
  V IB strain MBB    F   dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V IB strain MBB    F  1 dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

1  

   

3  

 
  V IB strain MBB  RBV   dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
il
it
y
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

 

  V IB strain V18  RBV  1 dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

8 

1  

1  

1  

1  

18 

   

   

   

 
  V IB strain V18    F   dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

   

   

   

8  

 
  V IB strain V18    F  1 dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

   

   

   

8  

 
  V IB strain V18  RBV   dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

5 

1  

15 

   

 5 

3  

35 

   

 

  V IB strain V 3    58 RBV  1 dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V IB strain V 3    58   F   dpi

 ofos uvir  on entration ( M)
R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V IB strainV 3    58    F  1 dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V IB strain V 3    58  RBV   dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 

  V I strain V 3    83 RBV  1 dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V I strain V 3    83   F   dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V I strain V 3    83    F  1 dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

   V I strain V 3    83  RBV   dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 

  VIII strain V 3    13 RBV  1 dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V IIII strain V 3    13   F   dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V III strain V 3    13    F  1 dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V III strain V 3    13  RBV   dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 

  V I strain V 3    58  RBV   dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V I strain V 3    583 RBV  1 dpi

Ri avirin  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V I strain V 3    583   F   dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 
  V I strain V 3    583    F  1 dpi

 ofos uvir  on entration ( M)

R
e
la
ti
v
e
lo
g
 
 
V
re
p
li
 
a
ti
o
n
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

R
e
la
ti
v
e
 
e
ll
v
ia
 
ili
ty
( 

)

 

  

  

  

8 

1  

1  

 



33 

der HAV-Replikation des HAV-Stamms V23-47758 (HAV-IA) sowie die Prozentuale Zellviabi-
lität 

Da bei den zellkulturadaptieren Stämmen V18 und MBB ein CPE mikroskopisch beo-

bachtet werden konnte, erlaubt der MTT-Assay keine eindeutige Aussage bezüglich 

der potenziellen Zelltoxizität von Ribavirin und Sofosbuvir. Die Ergebnisse der zellkul-

turadaptieren Stämme werden in einem gesonderten Abschnitt dieser Arbeit diskutiert 

(siehe Abbildung 8 A–H). 

Sieben Tage nach Inokulation zeigte die Analyse der mit Ribavirin behandelten Wells, 

dass bei niedrigen Konzentrationen des Medikaments zunächst keine signifikante Re-

duktion der HAV-Replikation nachweisbar war. Erst ab einer Ribavirin-Konzentration 

von etwa 12,5 µM war ein kontinuierlicher Rückgang der HAV-Replikation zu beobach-

ten. Die relative Zellviabilität blieb bis zu einer Konzentration von 6,25 µM weitgehend 

stabil und nahm anschließend sukzessive ab, wobei sie auf ein Niveau von etwa 20–

     sank (siehe Abbildung 8 I, M, Q, U) 

Die Messung nach 14 Tagen zeigte einen ähnlichen Trend. Bei niedrigeren Konzent-

rationen des Medikaments konnte keine signifikante Reduktion der relativen logarith-

mischen HAV-Replikation nachgewiesen werden. Ein deutlich ausgeprägter kontinu-

ierlicher Rückgang der HAV-Replikation wurde ab einer Konzentration von 25 bzw. 

50 µM beobachtet. Die relative Zellviabilität sank zunächst kontinuierlich bis zu einer 

Medikamentenkonzentration von ca. 12,5 bzw. 25 µM auf ein Niveau von ca. 70–80%. 

Ü erras henderweise zeigte si h  ei einer Konzentration von 5   M ü er alle unter 

suchten Genotypen hinweg ein deutlicher Anstieg der relativen Zellviabilität auf Werte 

ü er 1    . Dieser Effekt wurde jedo h dur h einen signifikanten Rü kgang der Zell 

viabilität auf etwa 20–     bei höheren Virostatika-Konzentrationen abgelöst (siehe 

Abbildung J, N, R, V). 

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Ribavirin einen virostatischen Effekt auf alle 

getesteten HAV-Genotypen hat. Es zeigte sich zunächst keine unterschiedliche Emp-

fänglichkeit der verschiedenen HAV-Genotypen gegenüber Ribavirin. Da bei beson-

ders hohen Medikamentenkonzentrationen eine niedrige Zellviabilität ermittelt werden 

konnte, lässt dies vermuten, dass Ribavirin in hohen Konzentrationen zytotoxisch 

wirkt. Auffällig ist hierbei jedoch die überraschend hohe Zellviabilität bei einer Ribavirin 
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Konzentration von 50 µM. Hierbei ist zu beachten, dass es sich bei diesen Ansätzen 

um Rand-Wells der 96-Well-Platte handelte. 

Die Analyse der mit Sofosbuvir behandelten Wells zeigte nach sieben Tagen Inokula-

tion einen kontinuierlichen Rückgang der relativen logarithmischen HAV-Replikation 

bei einer Sofosbuvir-Konzentration von 6,25 µM bzw. 12,5 µM bis zu einer Sofosbuvir-

Konzentration von ca. 50 µM. Anschließend stagnierte das Niveau der relativen loga-

rithmischen HAV-Replikation bei einem Niveau von ca. 40–60%. Beim HAV-Stamm 

V23-20758 des Genotyps IB konnte überraschenderweise eine leichte Zunahme der 

relativen logarithmischen HAV-Replikation bei Sofosbuvir-Konzentrationen von 100 

bzw. 200 µM festgestellt werden (siehe Abbildung 8K). 

Die relative Zellviabilität verzeichnete zunächst einen sehr leichten Abfall bis zu einer 

Medikamentenkonzentration von 12,5 µM. Anschließend war ein leichter Anstieg bei 

25 µM bzw. 50 µM zu beobachten, gefolgt von einem erneuten Abfall auf ein Niveau 

von ca. 60% bei Sofosbuvir-Konzentrationen von 200 µM (siehe Abbildung 8 K, O, S, 

W). 

Die Messung nach 14 Tagen zeigte auch hier einen ähnlichen Trend. Bei Konzentra-

tionen des Medikaments von 6,25 µM bis zu Konzentrationen von 25 µM bzw. 50 µM 

kam es zu einer kontinuierlichen Reduktion der relativen logarithmischen HAV-Repli-

kation bis auf ein Niveau von ca. 20–30 %. Bei Analyse des HAV-Stamm V23-42713 

(HAV-IIIA) konnte dieser Trend sogar bis zu einer Sofosbuvir Konzentration von 100 

µM nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8T). Gefolgt wurde der Trend von einem 

Anstieg auf ein Niveau von ca. 40%. Eine Ausnahme stellte hierbei der HAV-IA-Stamm 

V23-477583 dar (siehe Abbildung 8X). Die relative Zellviabilität sank zunächst konti-

nuierlich bis zu einer Medikamentenkonzentration von 25 µM auf ein Niveau von ca. 

60–80%. Überraschenderweise zeigte sich auch hier bei einer Konzentration von 

5   M ü er alle untersu hten Genotypen hinweg ein deutlicher Anstieg der relativen 

Zellviabilität. Bei den Stämmen V23-20758 (HAV-IB) und V23-22683 (HAV-IA) folgte 

diesem Trend ein deutlicher Abfall der Zellviabilität auf ein Niveau von 20-40% bei 

einer Sofosbuvir-Konzentration von 200 µM (siehe Abbildung 8, L und P). Bei den 

Stämmen V23-42713 (HAV-IIIA) und V23-477583 (HAV-IA) war die Reduktion der re-

lativen Zellviabilität bei einer Konzentration von 100 µM zunächst moderat bei ca. 80%. 
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Bei einer Sofosbuvir Konzentration von 200 µM sank das Niveau der Zellviabilität dann 

auf ca. 20–30% (siehe Abbildung 8 L, P, T, X) 

Die Tatsache, dass auch hier bei Sofosbuvir-Konzentrationen von 50 µM bzw. 100 µM 

eine gesteigerte Zellviabilität trotz einer verminderten relativen logarithmischen HAV-

Konzentration zu beobachten war, spricht gegen die Hypothese, dass die Lage in ei-

nem Randwell ursächlich war (siehe Abbildung 1). Im Allgemeinen lässt sich ein 

virostatischer Effekt von Sofosbuvir vermuten, welcher ausgeprägter ist als bei 

Ribavirin, da es hierbei zu einer stärkeren Reduktion der relativen logarithmischen 

HAV-Konzentration kam. Eine unterschiedliche Empfänglichkeit der verschiedenen 

Subtypen ließ sich anhand dieser Datenauswertung zunächst nicht erkennen. 

4.4 Zytopathischer Effekt der bereits mehrfach in der Zellkultur 

passagierten HAV-Stämme 

Bei Untersuchung der bereits zellkulturadaptierten HAV-Stämme V18 und MBB des 

Genotyps IB konnte ein CPE festgestellt werden. Mikroskopisch zeigte sich eine ver-

änderte Morphologie der Zellen. Diese stellte sich vor allem durch ein Abkugeln der 

Zellen sowie deren Ablösung aus dem Zellverband dar. Auch eine deutlich verminderte 

Konfluenz der Zellen konnte beobachtet werden. Die Einschätzung der Konfluenz stellt 

einen subjektiven, mittels Mikroskop festgestellten Wert dar und ist in Abbildung 9 und 

10 dargestellt. 

Sieben Tage nach Inokulation konnten bei dem MBB-Stamm bei Verwendung von 

Ribavirin- und Sofosbuvir-Konzentrationen von 0,39 bis 12,5 µM bzw. 6,23 µM ein 

deutlicher CPE hier noch ohne Verminderung der Konfluenz festgestellt werden. Ab 

einer Medikamentenkonzentration von 25 µM und höher konnte mikroskopisch bei der 

Behandlung mit beiden Virostatika kein CPE nachgewiesen werden. Eine Verminde-

rung der Konfluenz war in den Wells mit einer Ribavirin- bzw. Sofosbuvir-Konzentration 

von 100 µM bzw. 200 µM sichtbar (siehe Abbildung 9, A, C).  

In der Analyse des MBB-Stamms nach 14 Tagen konnte der CPE erneut beobachtet 

werden. Hier war eine morphologische Veränderung der Zellen bis zu Ribavirin-Kon-

zentrationen von 25 µM zu beobachten, welche nun in diesem Konzentrationsbereich 

auch mit einer Verminderung der Konfluenz auf ca. 50-80% einher ging. Bei Ribavirin-
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Konzentrationen von 100 µM bzw. 200 µM fiel die Konfluenz auf ein Niveau von 20-

40% (siehe Abbildung 9, B). Bei Behandlung der Wells mit Sofosbuvir war der CPE bis 

zu einer Sofosbuvir-Konzentration von 3,13 µM erkennbar. Die Konfluenz lag in die-

sem Konzentrationsbereich bei einem Niveau von 80-90%, anschließend stieg sie bis 

zu einer Sofosbuvir-Konzentration von 50 µM auf 100% und fiel dann bei 100 µM bzw. 

200 µM wieder ab (siehe Abbildung 9 D).  

 

Abbildung 9: Relative logarithmische Replikation des HAV-IB-Isolats MBB sowie relative Zell-
konfluenz in Prozent unter Einfluss von verschiedenen Konzentrationen von Ribavirin und So-
fosbuvir bezogen auf die Positivkontrolle (ohne Einfluss von Virostatika, mit 0,25% DMSO). 
(A) Messung 7 Tage nach Inokulation der Huh-7-Zellen unter Verwendung von Ribavirin (B) 
Messung 14 Tage nach Inokulation der Huh-7-Zellen unter Verwendung von Ribavirin (C) Mes-
sung 7 Tage nach Inokulation der Huh-7-Zellen unter Verwendung von Sofosbuvir (D) Mes-
sung 14 Tage nach Inokulation der Huh-7-Zellen unter Verwendung von Sofosbuvir. 

Bei Untersuchung des V18-Stammes wurden ähnliche Ergebnisse festgestellt. Hier fiel 

der CPE insgesamt deutlich stärker aus. Dies konnte auch anhand der deutlich redu-

zierten optischen Dichte im Rahmen der Zellviabilitätsmessung festgestellt werden 
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(siehe Abbildung 7). Bereits bei der Analyse nach 7 Tagen konnte eine deutliche Ver-

ringerung der optischen Dichte festgestellt werden, während diese bei dem MBB-

Stamm erst in der Analyse nach 14 Tagen sichtbar wurde (siehe Abbildung 7). 

Der CPE war bei Analyse des V18-Stamms nach 7 Tagen bis zu einer Ribavirin-Kon-

zentration von 25 µM bzw. einer Sofosbuvir-Konzentration von 12,5 µM sichtbar. Eine 

Verringerung der Konfluenz war nur bei Virostatika-Konzentrationen von 100 µM bzw. 

200 µM sichtbar (siehe Abbildung 10 A, C).  

Die Analyse nach 14 Tagen zeigte einen CPE bei Ribavirin bis zu einer Konzentration 

von 50 µM sowie bei Sofosbuvir bis zu einer Konzentration von 6,25 µM. Nach 14 

Tagen konnte bereits bei den niedrigsten Virostatika-Konzentrationen von 0,39 µM bis 

3,13 µM eine deutliche Reduktion der Konfluenz festgestellt werden. Auffällig war hier, 

dass bei Konzentrationen der Medikamente von ca. 6,25 µM bis 100 µM eine Erhöhung 

der Konfluenz festgestellt werden konnte. Diese war bei den mit Sofosbuvir behandel-

ten Wells stärker ausgeprägt als bei den mit Ribavirin behandelten Wells (siehe Abbil-

dung 10 B, D). Bei den maximal in diesem Versuch verwendeten Medikamentenkon-

zentrationen von 100 µM und 200 µM konnte erneut eine deutliche Verringerung der 

Integrität des Zellrasens dokumentiert werden. 
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Abbildung 10: Relative logarithmische HAV-Replikation des HAV-positiven Materials V18 des 
Genotyps IB in Prozent unter Einfluss von verschiedenen Konzentrationen von Ribavirin und 
Sofosbuvir bezogen auf die mit 0,25% DMSO behandelte Positivkontrolle (ohne Einfluss von 
Virostatika). In Bezug zu setzen mit der relativen Zellkonfluenz. (A) Messung 7 Tage nach 
Inokulation der Huh-7-Zellen unter Verwendung von Ribavirin (B) Messung 14 Tage nach In-
okulation der Huh-7-Zellen unter Verwendung von Ribavirin (C) Messung 7 Tage nach Inoku-
lation der Huh-7-Zellen unter Verwendung von Sofosbuvir (D) Messung 14 Tage nach Inoku-
lation der Huh-7-Zellen unter Verwendung von Sofosbuvir. 

Bei niedrigen Medikamentenkonzentrationen lag verstärkt ein CPE vor welcher auch 

mit einer Verminderung der Konfluenz einher gehen kann. Des Weiteren kann bei ho-

hen Medikamentenkonzentrationen eine Zytotoxizität des Medikaments vermutet wer-

den, da hier der Effekt der verminderten Konfluenz überwiegend war.  

In dieser Analyse wird deutlich, dass die mit Ribavirin behandelten Wells eine stärkere 

Verringerung der Konfluenz aufwiesen als die mit Sofosbuvir behandelten Wells. Dies 

führt zur Hypothese, dass Sofosbuvir einen größeren antiviralen Effekt gegenüber HAV 

haben könnte als Ribavirin, da eine stärkere Hemmung der HAV-Replikation in diesem 

Fall auch die negativen Effekte des CPE reduzieren würde. Dies könnte somit die hö-

here Konfluenz bei den mit Sofosbuvir behandelten Zellen begründen. 
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Eine Darstellung der relativen Zellviabilität nach dem Prinzip des MTT-Assays bietet 

keine geeignete Darstellungsform, da zwischen der verminderte Zellviabilität aufgrund 

des CPE oder der verminderten Konfluenz oder eines möglichen Effekts des Virosta-

tikum nicht differenziert werden kann. Während bei geringen Konzentrationen der 

Virostatika ein besonders starker CPE zu beobachten waren, deutet dies darauf hin, 

dass der CPE durch die HAV-Stämme verursacht wurde. Des Weiteren war die Posi-

tivkontrolle stark von dem CPE betroffen. Da diese Werte jedoch den Bezugspunkt der 

relativen Zellviabilität des MTT-Assays darstellen, hat dies zur Folge, dass es zu einer 

Verzerrung der eigentlichen Werte kommt und somit Zellviabilität von über 100 % zu-

stande kamen. Die somit genannten Werte der relativen Zellviabilität in der Abbildung 

8 A-H können somit nicht als absolute Werte gewertet werden. 

4.5 IC50-Werte zeigen eine erhöhte Wirksamkeit von Sofosbuvir ge-

genüber Ribavirin bezüglich der relativen Reduktion der HAV-

Replikation 

Die IC50-Werte wurden mittels Regressionsanalyse in SigmaPlot berechnet. Da bei 

den zellkulturadaptieren Stämmen V18 und MBB im untersuchten Zeitraum keine An-

näherung an eine maximale Hemmung identifiziert werden konnte, konnten keine rea-

listischen IC50-Werte berechnet werden. Aus diesem Grund sind in der Abbildung 11 

nur die aus den Seren gewonnenen HAV-Stämme aufgelistet. Zu beachten ist hierbei, 

dass auch bei der Verwendung von Ribavirin die genaue Festlegung eines Plateaus 

der maximalen Hemmung nicht immer zu eindeutigen Ergebnissen führte. Folglich 

kann eine Streuung der ermittelten IC50-Werte den zugrunde liegenden Daten ge-

schuldet sein (Abbildung 11 A).  
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Abbildung 11: Gezeigt sind die IC50-Werte von Ribavirin und Sofosbuvir der verwendeten 
HAV-positiven Materialien. (A) Das Balkendiagramm zeigt die IC50-Werte der verschiedenen 
HAV-Genotypen nach 7 und 14 Tagen unter Behandlung mit Ribavirin bzw. Sofosbuvir. (B) 
relative HAV-RNA-Reduktion in Kopien pro Milliliter bezogen auf den IC50-Wert in µM der 
verschiedenen Genotypen 7 Tage nach Behandlung mit unterschiedlichen Ribavirin-Konzent-
rationen. (C) relative HAV-RNA-Reduktion in Kopien pro Milliliter bezogen auf den IC50-Wert 
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in µM der verschiedenen Genotypen 7 Tage nach Behandlung mit unterschiedlichen Sofosbu-
vir-Konzentrationen. (D) relative HAV-RNA-Reduktion in Kopien pro Milliliter bezogen auf den 
IC50-Wert in µM der verschiedenen Genotypen 14 Tage nach Behandlung mit unterschiedli-
chen Ribavirin-Konzentrationen. (E) relative HAV-RNA-Reduktion in Kopien pro Milliliter bezo-
gen auf den IC50-Wert in µM der verschiedenen Genotypen 14 Tage nach Behandlung mit 
unterschiedlichen Sofosbuvir-Konzentrationen. 

Auffällig ist, dass die ermittelten IC50-Werte von Sofosbuvir deutlich niedriger waren 

als die von Ribavirin. Während bei Sofosbuvir ca. 20 µM nötigen waren, um eine halb-

maximale Wirkung zu erreichen, wurde bei Analyse der mit Ribavirin behandelten 

Wells eine Konzentration zwischen 50–100 µM benötigt (siehe Abbildung 11A). Da der 

IC50-Wert die quantitative Reduktion der relativen HAV-RNA-Konzentration nicht be-

rücksichtigt, erfolgte die zweite Darstellung mittels Streudiagramm. Hier wird deutlich, 

dass die quantitative Reduktion durch Ribavirin und Sofosbuvir ähnlich groß ausfiel. 

Dies lässt somit einen Vergleich der IC50-Werte zu. Folglich kann die Aussage getrof-

fen werden, dass eine geringere Menge an Sofosbuvir benötigt wird, um eine halbma-

ximale Hemmung zu erreichen, als bei Ribavirin.  

Bei Verwendung des Virostatikums Sofosbuvir zeigte der Genotyp IA eine geringere 

quantitative Reduktion der relativen HAV-RNA-Konzentration als die anderen unter-

suchten Genotypen. Eine etwas geringere Empfindlichkeit gegenüber Sofosbuvir kann 

somit vermutet werden. Es gilt zu beachten, dass das Streudiagramm die ermittelten 

Zellviabilitätswerte nicht berücksichtigt. Eine Reduktion der HAV-RNA-Konzentration 

durch Zytotoxizität des jeweiligen Medikaments und folglich einer geringeren Anzahl 

an viablen Zellen kann somit nicht ausgeschlossen werden. Die vorherige Darstellung 

zeigte auf, dass sich diese – auf den Genotyp bezogen – nicht bedeutend unterschei-

det. Folglich kann eine Vergleichbarkeit der Werte angenommen werden (Abbildung 

11 B–E).  
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5 Diskussion 

Derzeit existiert keine zugelassene Therapie gegen Hepatitis A (39). Aufgrund des zu-

nehmenden sozioökonomischen Wandels in zahlreichen Ländern kommt es zu einer 

Verlagerung der Erkrankung in ein höheres Alter. Dadurch ist der Anteil an symptoma-

tischen und schweren Krankheitsverläufen deutlich gestiegen (13,35,36). Um die in-

vitro Testung der bereits gegen andere Hepatitiden eingesetzten Medikamente 

Ribavirin und Sofosbuvir zu testen, musste zunächst eine Zelllinie gefunden werden, 

welche bestmöglich die Infektion und anschließende Isolation der in Deutschland auf-

tretenden HAV-Genotypen ermöglicht und sich für ein anschließendes Drug Testing 

eignet (50,55). In dieser Arbeit wurde zunächst die Permissivität der Ziellinien MRC-5, 

Huh-7, Caco-2, PLC/PRF/5, A549, HepG2/C3A, Huh-7-Lunet BLR und Vero-Zellen 

bezüglich verschiedener HAV-Genotypen untersucht und jeweils mindestens ein 

Stamm der in Deutschland prävalenten Genotypen IA, IB und IIIA isoliert. Anschlie-

ßend wurde die antivirale Aktivität von Ribavirin und Sofosbuvir auf die zuvor isolierten 

HAV-Stämme unterschiedlicher Genotypen untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass (i) die Zelllinie Huh-7 sowohl bei HAV-de-

novo-Isolationen als auch bereits passagierten HAV-Stämmen am permissivsten war, 

(ii) deutliche Unterschiede bezüglich der Infektion mittels nativer Probenmaterialien 

und bereits passagierter Virusstämmen bestanden, (iii) Ribavirin und Sofosbuvir eine 

antivirale Wirkung auf die getesteten HAV-Stämme hatten, wobei ein stärkere Emp-

findlichkeit gegenüber Sofosbuvir ermittelt werden konnte, (iv) es bei höheren Kon-

zentrationen der Virostatika zu einem Zell-toxischen Effekt kam, (v) die bereits passa-

gierten Virusstämme MBB und V18 einen zytopathischen Effekt (CPE) hervorriefen 

und (vi) dass es anhand der ermittelten IC50-Werte keine eindeutig genotypspezifi-

sche Empfindlichkeit der untersuchten Virostatika gab. Ein Trend zu einer niedrigeren 

Empfindlichkeit des Genotyps IA konnte jedoch festgestellt werden. 

In dieser Arbeit konnte die Huh-7-Zelllinie als die permissivste Zelllinie bezüglich be-

reits passagierter und neu isolierter HAV-Stämme in dem untersuchten Zeitraum bis 

28 Tage post Inokulation identifiziert werden. Keine der weiteren untersuchten Zellli-

nien zeigte eine mit der Huh-7-Zelllinie vergleichbare stabile Replikation der mittels 
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Probenmaterial neu isolierten HAV-Stämme. Die Infektion mit den bereits zellkultur-

adaptieren Stämmen war zwar in allen untersuchten Zelllinien möglich, jedoch war 

auch hier die Huh-7-Zelllinie am vielversprechendsten. Es bleibt offen, ob ein längerer 

Untersuchungszeitraum über mehr als 4 Wochen bei den anderen untersuchten Zell-

linien zu einer vergleichbar stabilen Infektion geführt hätte. 

Eine der ersten Isolationen von HAV-Viren in einem Zellkultur-basierten System ge-

lang Ende der 1970er Jahre unter Verwendung der FRhK-6-Zelllinie (fötale Rhesusaf-

fen-Nierenzelllinien) und Leberzellen von Marmosetten (56). Die Replikationsfähigkeit 

des HAV in-vitro wurde anschließend in verschiedenen Zelllinien bezüglich der Infek-

tionsdauer und auf einen möglichen CPE untersucht. Eine Übersichtsarbeit von Kanda 

et al. aus dem Jahr 2020 liefert einen Überblick über die Datenlage bezüglich der HAV-

Replikation in der Zellkultur (46). Die dort betrachteten Studien zeigen auf, dass die 

Replikation von HAV in multiplen Zelllinien möglich ist. Des Weiteren wird deutlich, 

dass die Infektion sich nicht allein auf Hepatozyten beschränkt, da auch die Inokulation 

von Zelllinien aus anderen Ursprungsgeweben zu einer signifikanter Virusproduktion 

geführt haben (46). In einem großen Teil der hier genannten Studien wurde der HAV-

Stamm HM175 (HAV-IB) oder dessen Derivate verwendet, welcher bereits durch seri-

elle Passagen an die Zellkultur adaptiert ist (9,57). In diesem Virusstamm konnten 

multiple Mutationen im genomischen Vergleich zu einem Wildtyp-HAV-Stamm, wel-

cher aus Stuhl oder Leber von infizierten Primaten gewonnen wurde, festgestellt wer-

den. Diese Mutationen könnten für die verbesserte Replikation in-vitro verantwortlich 

sein (58). Die effizientere Replikation wird in Zusammenhang gebracht mit Mutationen 

in dem essenziellen nicht-strukturellen Protein 2B und Mutationen in der 5′-untransla-

tierten Region (5′-UTR) des Genoms (5,59). Dieser Effekt konnte auch in dieser Arbeit 

reproduziert werden, da die Replikation der zellkulturadaptieren Stämme MBB und 

V18 (beide HAV-IB) im Vergleich zum nativen Probenmaterial deutlich schneller ablief. 

Ob die in dieser Arbeit verwendeten zellkulturadaptierten Virusstämme MBB und V18 

die genannte Mutation enthalten, wurde im Rahmen der Arbeit nicht untersucht. Eine 

Ganzgenomsequenzierung kann hier Aufschluss bringen. 

Während die diploide menschliche Lungenzelllinie MRC-5 für die Herstellung von He-

patitis-A-Impfstoffen verwendet wird (60), werden die Zelllinien PLC/PRF/5 und Huh-7 

häufig für die Forschung zu HAV-spezifischen Therapien verwendet (46). Dies wird 
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damit begründet, dass HAV eine IRES-Aktivität aufweist, welche aufgrund des hoch-

konservierten Charakters ein beliebtes Ziel bei der Entwicklung einer Hepatitis-A-The-

rapie unterschiedlicher HAV-Stämme darstellt (46,61). Trotz der höheren Aktivität der 

HAV-IRES in FRhK-4-Zellen im Vergleich zu Huh-7-Zellen wird die Huh-7-Zelle als 

überlegenes Modell bezüglich der Testung antiviraler Medikamente angesehen. Die 

Infektion von Huh-7 Zellen stellt ein natürlicheres Modell der HAV-Infektion im Ver-

gleich zu FRhK-4-Zellen dar (46,61). Das in dieser Arbeit untersuchte Virostatikum 

Ribavirin hat keinen nachgewiesenen Effekt auf die HAV-IRES-abhängige Translation 

(62). Die Wirkung von Sofosbuvir wird auf eine Hemmung der RNA-abhängigen RNA-

Polymerase zurückgeführt. Es ist kein direkter Effekt auf die HAV-IRES-abhängige 

Translation beschrieben (63). Die Zelllinie Huh-7 wurde für die weiteren Versuche die-

ser Arbeit verwendet, da bei dieser die stabilste Anzucht von HAV sowohl bei nativen 

als auch bei bereits passagiertem Virusmaterial festgestellt werden konnte. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten aufzeigen, dass sowohl Ribavirin als auch So-

fosbuvir zu einem Rückgang der relativen HAV-Replikation geführt haben. Ein signifi-

kanter Rückgang konnte in der Regel ab einer Virostatika-Konzentration von mindes-

tens ca. 12,5 µM festgestellt werden. Generell war die Abnahme der relativen HAV-

Replikation unter Verwendung von Sofosbuvir größer als bei Ribavirin. Im Allgemeinen 

konnte zum Rückgang der relativen HAV-Konzentration simultan eine mit steigender 

Medikamentenkonzentration verminderte Zellviabilität dokumentiert werden. Eine be-

sonders ausgeprägte Verminderung der relativen Zellviabilität konnte bei hohen Medi-

kamentenkonzentrationen, vor allem im Bereich von 100 und 200 µM festgestellt wer-

den. Bei diesen Konzentrationen kann eine überwiegende Reduktion der HAV-Repli-

kation aufgrund eines zytotoxischen Effekts des Medikaments angenommen werden. 

Eine Ausnahme war hierbei, dass es bei einer Medikamentenkonzentration von 25 µM 

und 50 µM zu einer deutlich reduzierten HAV-Replikation bei erhaltener Zellviabilität 

kam. Dieser Effekt konnte bei Sofosbuvir stärker beobachtet werden als bei Ribavirin 

und zeichnete sich nach 14 Tagen deutlicher ab als nach 7 Tagen. Dies lässt die Ver-

mutung anstellen, dass es bei einem Konzentrationsspektrum der Virostatika zwischen 

25 und 50 µM zu einer erhöhten Empfindlichkeit der HAV-Stämme gegenüber der 

Virostatika kommt. Überraschend war hierbei, dass die Verwendung von niedrigen Me-

dikamentenkonzentrationen von ca. 6,25 µM bis 25 µM bereits mit einer leicht vermin-

derten Zellviabilität einhergingen. Dies würde zunächst für eine beginnende Toxizität 
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der Virostatika sprechen. Auffällig ist außerdem, dass die Medikamentenkonzentratio-

nen von 50 µM Ribavirin und 25 µM Sofosbuvir sich in Randwells befanden (siehe 

Abbildung 1). Es konnte jedoch auch bei Sofosbuvir-Konzentrationen von 50 µM eine 

auffällig hohe Zellviabilität bei verminderter relativer logarithmischer HAV-Replikation 

dokumentiert werden. Dies würde gegen die Hypothese sprechen, dass die Lage der 

Wells einen Einfluss auf das Ergebnis haben könnte. Dies müsste mittels einer ande-

ren Belegung der 96-Well-Platte überprüft werden. 

Ribavirin ist ein synthetisches Guanosinanalogon welches sowohl gegen DNA- als 

auch gegen RNA-Viren wirkt (62). Es wird zusammen mit anderen Pharmaka als anti-

virale Therapie gegen Hepatitis-C-Virusinfektionen eingesetzt (50). In vergangenen 

Studien mit FRhK-4-Zellen und Infektion mit einem bereits mehrfach passagierten 

HAV-Stamm konnte bereits ein inhibitorischer Effekt von Ribavirin auf die HAV-Repli-

kation nachgewiesen werden. Es handelte sich hierbei um den H 141-Stamm, welcher 

aus dem Stuhl eines Patienten aus Indien gewonnen wurde (64). Der genaue Genotyp 

wurde nicht bestimmt, die Herkunft aus Indien lässt jedoch den Genotyp IIIA vermuten 

(16,65). In dieser Studie konnte bei Ribavirin-Konzentrationen von 250 µM und 500 

µM eine deutliche Inhibition der HAV-Replikation beobachtet werden, ein deutlich zy-

totoxischer Effekt wurde jedoch auch festgestellt. Bei einer Konzentration von 100 µM 

war nur eine leichte Verminderung der HAV-Expression nachweisbar (65). Eine aktu-

elleren Studie untersuchte die HAV-IB-Stämmen HM175/p16 und HM175/18f (57) mit 

Huh-7.5-GA Zellen und dem GFP-Reporter-System (63). Hier konnte bei einer 

Ribavirin-Konzentration von 100 µM keine erkennbare Veränderung der GFP-Translo-

kation festgestellt werden. Eine leichte Verminderung der HAV-Replikation konnte fest-

gestellt werden. Die Zellviabilität war deutlich reduziert, konkrete Daten werden jedoch 

nicht genannt (63). Diese Befunde bezüglich der Zytotoxizität von Ribavirin decken 

sich mit den Ergebnissen in dieser Arbeit. 

Zu ähnlichen Ergebnissen kam auch eine Studie in den FRhK-4-Zellen und ein aus 

Stuhl isolierter HAV-Stamm aus China ohne Nennung des konkreten Genotyps ver-

wendet wurden (49). Hier konnte bei Ribavirin-Konzentrationen von 50 bzw. 100 µg/ml 

eine verminderte HAV-Antigenproduktion detektiert werden. Zytopathische Verände-

rungen im Rahmen von Abkugeln der Zellen konnte bei einer Ribavirin-Konzentration 
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von 100 µg/ml festgestellt werden, von einer alleinigen verminderten HAV-Antigenpro-

duktion aufgrund dieser Veränderungen wird jedoch in dieser Arbeit nicht ausgegan-

gen (49). 

Darüber hinaus wurde die Wirkung verschiedener Medikamente gegen ein subgeno-

misches HAV-IIIA-Replikon in den Huh-7- und PLC/PRF/5-Zelllinien untersucht. Bei 

den getesteten Substanzen Favipiravir, Ribavirin und Foscarnet-Natrium konnte bei 

einer Konzentration von bis zu 100 µM keine Zytotoxizität festgestellt werden. Ribavirin 

in einer Konzentration von 100 µM senkte die HAV-Replikation um mehr als 25%, Favi-

piravir (10 µM) reduzierte die HAV-RNA um 29%, Foscarnet zeigte keine Wirkung (66). 

Die Ergebnisse sind somit nur teilweise kongruent mit den in dieser Arbeit erlangten 

Resultaten. Die klinische Anwendung von Ribavirin birgt vor allem bei höheren Dosen 

ein hohes Risiko von unerwünschten Arzneimittel-Nebenwirkungen wie z.B. eine hä-

molytische Anämie. Des Weiteren wird durch die Hemmung der Inosinmonophosphat-

Dehydrogenase der GTP-Haushalt beeinflusst (66). 

Sofosbuvir ist ein Medikament, welches als Nukleotidanalogon-Inhibitor der HCV-Po-

lymerase zur Behandlung der HCV-Genotypen 1–4 zugelassen ist (67). Die allgemeine 

Studienlage bezüglich der antiviralen Wirkung von Sofosbuvir gegen Hepatitis A ist 

begrenzt. Die antivirale Wirkung von Sofosbuvir gegen HAV wurde in einer Studie be-

reits in-vitro in einem zellbasierten fluoreszierendem Reportersystem getestet. Hierbei 

wurden Derivate der Huh-7 Zellen, sogenannte Huh-7.5.1-GA Zellen, mit dem HAV-

Stamm HM175/p16 und HM175/18f (HAV-IB) infiziert (63). Außerdem wurde der Zell-

viabilitätstest mittels CCK-8 durchgeführt. Zunächst wurden die Zellen mit einer Sofos-

buvir-Konzentration von 500 µM behandelt. Hierbei konnte in 20% der persistent infi-

zierten Zellen eine Veränderung der GFP-Translokation festgestellt werden, was mit 

einem antiviralen Effekt von Sofosbuvir zu vereinbaren ist. Es war keine Zytotoxizität 

sichtbar. Anschließen wurden die Zellen mit Sofosbuvir Konzentrationen zwischen 0,4 

µM und 50 µM behandelt. Auch hier konnte eine hemmende Wirkung des Sofosbuvir 

auf die HAV-Replikation ohne generelle Zytotoxizität des Wirkstoffes festgestellt wer-

den. Die halbmaximale inhibitorische Konzentration wurde bei 6,3 µM mittels RT-qPCR 

bzw. bei 9,9 µM mittels bildgebenden Verfahren ermittelt (63). Im Rahmen dieser Stu-

die wurden neben der Huh-7.5.1-GA Zelllinie auch die Wirkung von Sofosbuvir in den 

Ziellinien Huh-7, Vero und Caco-2 Zellen untersucht. Hierbei konnte evaluiert werden, 
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dass sich die Wirkung von Sofosbuvir auf die Leberzelllinien Huh-7 und Huh-7.5.1-GA 

beschränkte. Dies wird auf die Eigenschaft zurückgeführt, dass es sich bei Sofosbuvir 

um ein Propharmakon (Prodrug) handelt, welches intrazellulär in den Hepatozyten in 

die aktive Form umgewandelt wird (63). Überraschenderweise konnte in der zitierten 

Studie auch bei hohen Konzentrationen von 500 µM Sofosbuvir keine Zelltoxizität oder 

eine reduzierte Zellviabilität festgestellt werden, während in dieser Arbeit eine Zytoto-

xizität bei Konzentrationen ab ca. 100 µM festgestellt werden konnte. In der genannten 

Studie wurden zellkulturadaptierte HAV-IB-Stämme verwendet. Es können somit keine 

direkten Rückschlüsse gezogen werden, wie sich die antivirale Wirkung bezüglich 

Wildtyp Stämmen und verschiedener HAV-Genotypen verhält. Die Ergebnisse sind je-

doch vergleichbar mit dem in dieser Arbeit verwendetem MBB und V18 Stämmen, da 

es sich auch hier um zellkulturadaptierte HAV-IB-Stämme handelt. In dem in dieser 

Arbeit beschriebenen Versuch konnten deutliche antivirale Effekte bei den zellkultur-

adaptierten Stämmen erst ab einer höheren Sofosbuvir-Konzentration von ca. 50 µM 

festgestellt werden. Ein konkreter Vergleich durch Zahlenwerte ist durch den in diesem 

Versuch eintretenden CPE nicht möglich. Auch ein IC50 Wert konnte aufgrund der 

fehlenden Annäherung an eine maximale Hemmung nicht bestimmt werden. 

Überraschenderweise lösten die zellkulturadaptieren HAV-Stämme MBB und V18 des 

Genotyps IB einen CPE aus. Dieser war mikroskopisch durch eine veränderte Mor-

phologie der Zellen in Form von einem Abkugeln der Zellen und der Lösung aus dem 

Zellverband erkennbar und spiegelte sich auch in dem dazugehörigen Viability-Assay 

wider. Der Effekt war bei dem V18-Stamm ausgeprägter als bei dem MBB-Stamm. Vor 

allem bei hohen Virostatika Konzentrationen von 100 µM bzw. 200 µM war ein ausge-

prägter Effekt der verminderten Zellkonfluenz sichtbar. Dies könnte wiederrum für ei-

nen toxischen Effekt der verwendeten Virostatika sprechen. Da der CPE bei höheren 

Virostatika-Konzentrationen von mehr als 50 µM bei Ribavirin bzw. von mehr als 12,5 

µM Sofosbuvir nicht mehr zu beobachten war, lässt sich die Hypothese aufstellen, 

dass Ribavirin und Sofosbuvir einen antiviralen Effekt auf die getesteten HAV-Stämme 

haben, die benötigen Konzentrationen jedoch einen starken toxischen Effekt auslös-

ten, welcher wiederrum mit der verminderten Konfluenz einherging. Ob in einer mittle-

ren Dosis ein Effekt des Virostatikums auf die relative HAV-RNA-Produktion beobach-

tet werden konnte, lässt sich somit in diesem Fall diskutieren.  
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Serielle Passagen des HAV-Stamms HM 175 (Genotyp IB) führten zu einem verrin-

gertem Intervall der maximalen HAV-Antigene Expression, was auf eine effizientere 

Replikation im zellbasierten Infektionssystem hinweist (68). Dies konnte auch im Rah-

men des in dieser Arbeit durchgeführten Versuches festgestellt werden. Diese Konse-

quenz wird unter anderem auf Mutationen im nicht-strukturellen 2B-Protein und in der 

5‘-untranslatierten Region zurückgeführt (5,59). Von einem allgemeinen CPE wurde in 

den meisten Studien nicht berichtet (46,68). Bestimmte Derivate des HM175-Stamms, 

wie der HM175/18f weisen jedoch einen CPE auf. In dem HM175/18f-Derivat konnten 

31 Mutationen gegenüber dem HM175/p16 Stamm nachgewiesen werden, welcher 

keinen CPE auslöst. Zum Wildtypstamm HM175 (dritte Marmoset-Passage) konnten 

insgesamt 44 Mutationen festgestellt werden (59). Eine weitere Studie aus Italien un-

tersuchte die Entstehung eines CPE durch verschiedene Mutationen. Hierbei wurde 

ein HAV-IA-Stamm aus dem Stuhl eines aus Süditalien stammenden Patienten ver-

wendet, welcher bereits ab der dritten Passage einen klaren CPE 7-9 Tage nach der 

Infektion auslöste (69). Es konnte beobachtet werden, dass dieser CPE nach 50 

Passagen deutlich früher auftrat. Bereits nach etwa drei Tagen war eine Veränderung 

der in diesem Versuch verwendeten FRp/3-Zellen sichtbar. Die zwei verschiedenen 

Passagen des HAV-Stamms wurden fast vollständig sequenziert und auf Mutationen 

untersucht. Hierbei konnten mehrere Nukleotidvariationen und Aminosäureverände-

rungen gefunden werden. Als möglicher molekularer Schlüsselmechanismus für die 

Entstehung eines zytopathischen Effekts wurde in dieser Studie eine Deletion im Gen 

3A genannt (69). Eine weitere Studie stellte die Hypothese auf, dass aus einer zu-

nächst nicht-zytopathogenen HAV-Infektion Virusvarianten entstehen können, welche 

einen deutlichen CPE verursachen (70). Es konnten multiple Mutationen verglichen zu 

dem nicht-zytopathogenen HAV-Stamm HM175/p16 herausgearbeitet werden. Außer-

dem zeigte die Studie, dass bei persistierenden Infektionen eine andere Virusvariante 

bevorzugt wird als bei seriellem Passagieren, was auf einen unterschiedlichen Selek-

tionsmechanismus hinweisen kann (70). 

Es ist somit zu vermuten, dass die in dieser Arbeit verwendeten Stämme V18 und MBB 

Mutationen aufweisen, welche durch eine Adaptierung an die Zellkultur entstanden 

sind und somit zu einer beschleunigten Replikation führen. Außerdem könnte die Pas-

sagierung eine Veränderung des Genoms hin zu einem CPE bewirkt haben. 
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Zusätzlich wurde untersucht, ob es Unterschiede bezüglich der Empfindlichkeit der 

verschiedenen HAV-Genotypen gegenüber den getesteten Virostatika gibt. Anhand 

der ermittelten IC50-Werte konnte zunächst kein Unterschied ermittelt werden. Ein an-

tiviraler Effekt konnte bei allen untersuchten Genotypen (IB, IA und IIIA) erzielt werden. 

Bei genauerer Betrachtung der IC50-Werte in Relation zur quantitativen Hemmung der 

HAV-RNA konnte bei Sofosbuvir jedoch beim Genotyp IA ein geringer Unterschied bei 

vergleichbarem IC50-Wert dokumentiert werden. Dies würde für einen leichten Trend 

einer etwas weniger ausgeprägte Empfindlichkeit des Genotyps IA gegenüber Sofos-

buvir sprechen. Die Studienlage bezüglich genotypspezifischer Wirksamkeit ist im All-

gemeinen sehr dünn ist. Die vorliegende Arbeit versucht den Mangel an Daten gezielt 

zu adressieren. Dabei wurden außerdem HAV-Stämme verwendet, die nicht zuvor 

mehrfach in Zellkultur passagiert wurden und damit genetisch dem Wildtyp besonders 

nahekommen. 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein zellkultur-basiertes Infektionssystem 

entwickelt werden, welches die effiziente Isolation von HAV-Wildtyp-Stämmen unter-

schiedlicher Genotypen in Huh-7 Zellen ermöglicht. Zusätzlich konnten die Unter-

schiede zwischen bereits passagierten HAV-Stämmen und Neuisolationen aus nati-

vem Material herausgearbeitet werden. Bei den bereits passagierten HAV-IB-Stäm-

men MBB und V18 konnte eine deutlich schnellere Infektion erzielt werden verglichen 

mit den de-novo-Isolationen. Außerdem war die Infektion von MBB und V18 in allen 

getesteten Zelllinien möglich während bei den de-novo-Isolationen die Huh-7 Zelllinie 

eine signifikant stabilere Infektion gewährleisten konnte. Anschließend wurde die Wir-

kung von Ribavirin und Sofosbuvir gegenüber den HAV-Stämmen untersucht. Eine 

genotypunabhängige Verminderung der relativen HAV-Replikation konnte hierbei fest-

gestellt werden. Besonders für Sofosbuvir liefert diese Arbeit weitere Evidenz, dass 

dieses Virostatikum potenziell für die Therapie gegen Hepatitis A in Frage kommt. Das 

HAV-Infektionsmodel kann für weiteren Erforschungen der antiviralen Therapie gegen 

Hepatitis A und der Isolation und Charakterisierung weiterer HAV-Stämme dienen.  
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6 Zusammenfassung 

Hepatitis A ist eine Infektionskrankheit mit dem Hauptsymptom der akuten viralen Ent-

zündung der Leber. Die jährlichen Infektionszahlen werden auf ca. 1,5 Millionen ge-

schätzt. Die Transmission des Hepatitis-A-Virus (HAV) findet meist auf fäkal-oralem 

Weg statt. Eine Transmission über Blutprodukte ist ebenfalls möglich. Die Erkrankung 

ist in den meisten Fällen selbstlimitierend. Schwere Verläufe bis hin zum Tod sind je-

doch auch bekannt. Wirtschaftlicher Aufschwung und verbesserte hygienische Bedin-

gungen haben das Alter für eine Erstinfektion mit HAV in ein höheres Alter verschoben. 

Dies ist mit einem erhöhten Risiko eines symptomatischen Verlaufs verbunden. Es gibt 

derzeit keine antivirale Therapie gegen Hepatitis A. Im Rahmen der Prävention und 

Postexpositionsprophylaxe sind Impfungen im Einsatz. In dieser Arbeit wurde zu-

nächst ein Zellkultursystem etabliert, welches die Anzucht von verschiedenen HAV-

Genotypen ermöglicht. Bei den verwendeten HAV-positiven Materialen wurde sowohl 

auf Neuisolationen aus Probenmaterial als auch auf bereits zellkulturadaptierte Vi-

russtämme zurückgegriffen. Die Zelllinien A549, HepG2/C3A, PLC/PRF/5, Huh-7, 

Huh-7-Lunet BLR, Vero, MRC-5 und Caco-2 wurden untersucht, wobei die Passagie-

rung, als auch die Isolation von HAV mittels der Zelllinie Huh-7 am effizientesten ge-

lang. Es folgte die Testung der etablierten Virostatika Ribavirin und Sofosbuvir gegen 

zellkulturadaptierte und neu isolierte HAV-Stämme unterschiedlicher Genotypen. Hier-

bei wurden verschiedene Konzentrationen der Virostatika verwendet und mögliche Ef-

fekte in einem Zeitrahmen von 14 Tagen beobachtet. Die Ergebnisse zeigten auf, dass 

ein virostatischer Effekt der Medikamente gegen HAV vorlag. Dieser konnte bei So-

fosbuvir ausgeprägter festgestellt werden als bei Ribavirin. Des Weiteren konnte in 

hohen Medikamentenkonzentrationen ein zytotoxischer Effekt der Medikamente nach-

gewiesen werden. Die zellkultur-adaptierten Stämme V18 und MBB wiesen einen CPE 

auf. Das etablierte Infektionsmodel ermöglicht die pan-genotypische Testung weiterer 

antiviraler Substanzen gegen HAV. 
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7 Summary 

Hepatitis A is an infectious disease with the primary symptom of acute viral inflamma-

tion of the liver. The annual number of infections is estimated at approximately 1.5 

million. The transmission of the hepatitis A virus usually occurs via a fecal-oral route, 

although transmission via blood products is also possible. The disease is self-limiting 

in most cases. Severe courses, even death, have been reported, particularly in co-

infections or patients with pre-existing conditions. Economic growth and improved hy-

giene conditions have pushed the age of primary infection with hepatitis A to a later 

age. This is associated with an increased risk of a symptomatic course. There is cur-

rently no approved medication against hepatitis A. Vaccines are used for prevention 

and post-exposure prophylaxis. In this study, a cell culture system was established that 

enables the cultivation of various HAV genotypes. The HAV-positive materials used 

included both newly isolated biomaterial and virus strains already adapted to cell cul-

ture. The cell lines A549, HepG2/C3A, PLC/PRF/5, Huh-7, Huh-7-Lunet BLR, Vero, 

MRC-5, and Caco-2 were tested. The most promising results were obtained using the 

Huh-7 cell line. The antivirals ribavirin and sofosbuvir were then tested against hepatitis 

A viruses of different genotypes. Different concentrations of the antivirals were used, 

and potential effects were observed over a period of 14 days. The results demonstrate 

that the drugs have a virostatic effect. This was more pronounced with sofosbuvir than 

with ribavirin. Furthermore, a cytotoxic effect of the drugs was detected at high drug 

concentrations. The cell culture-adapted strains V18 and MBB exhibited CPE. The re-

sults and experimental design can be used for further research into antiviral therapy 

against hepatitis A. 
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8 Anhang 

Probe Sequenzen Genotyp 

MBB 
  1 TAATCATTCT GATGAATATT TGTCTTTTAG TTGCTATTTG TCTGTCACAG 

 51 AACAATCAGA ATTTTATTTT CCCAGAGCTC CATTGAATTC AAATGCTATG 

101 TTATCCACTG AATCAATGAT GAGCAGAATT GCAGCTGGAG ACTTGGAGTC 

151 ATCAGTGGAT GATCCTAGAT CAGAGGAGGA TAAAAGATTT GAGAGTCATA 

201 TAGAATGCAG GAAACCCTAT AAAGAATTGA GATTGGAAGT TGGGAAACAA 

251 AGACTCAAGT ATGCTCAGGA AGAATTGTCA AATGAAGTGC TCCCACCCCC 

301 TAGGAAAATG AAGGGGTTGT TTTCACAAGC TAAAATTTCT CTTTTTTACA 

351 CTGAGGABCA TGAAATAATG AAATTTTCTT GGAGAGGAGT GACTGCAGAT 

401 ACTAGAGCTT TAAGGAGGTT TGGATTTTCT TTGGCTGCTG GCAGAAGTGT 

451 GTGGACTCTT 

IB 

V18 
  1 CAATCACTCT GATGAATATT TGTCTTTTAG TTGCTATTTG TCTGTCACAG 

 51 AACAATCAGA GTTTTATTTT CCCAGAGCTC CATTGAATTC AAATGCCATG 

101 TTATCCACTG AATCAATGAT GAGCAGAATT GCAGCTGGAG ACTTGGAGTC 

151 ATCAGTAGAT GATCCCAGAT CAGAGGAGGA CAAAAGATTT GAGAGTCACA 

201 TAGAATGCAG GAAGCCATAT AAAGAATTGA GATTAGAAGT TGGGAAACAA 

251 AGACTCAAGT ATGCTCAGGA AGAATTGTCA AATGAAGTAC TTCCACCCCC 

301 TAGGAAAATT AAGGGACTGT TTTCACAAKC CAAAATTTCT CTTTTTTATA 

351 CTGAGGACCA TGAAATAATG AAATTTTCTT GGAGAGGAGT GACTGCTGAT 

401 ACTAGAGCTT TGAGGAGATT TGGATTTTCT TTGGCTGCTG GGAGGAGTGT 

451 GTGGACTCTT 

IB 

V23-20758 
  1 CAATCACTCT GATGAATATT TGTCTTTTAG TTGTTATTTG TCTGTCACAG 

 51 AACAATCAGA GTTTTATTTT CCCAGGGCTC CATTGAATTC AAATGCTATG 

101 TTATCCACTG AATCAATGAT GAGCAGAATT GCAGCTGGAG ACTTGGAGTC 

151 ATCAGTGGAT GATCCTAGAT CAGAGGAGGA TAAAAGATTT GAGAGTCACA 

201 TAGAATGCAG GAAGCCATAT AAAGAATTGA GATTAGAAGT TGGGAAACAA 

251 AGACTTAAGT ATGCTCAGGA AGAATTGTCA AATGAAGTAC TTCCACCCCC 

301 TAGGAAAATG AAGGGATTGT TTTCACAAGC TAAAATTTCT CTTTTTTACA 

IB 
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351 CTGAGGAGCA TGAAATAATG AAATTTTCTT GGAGAGGAGT GACTGCTGAT 

401 ACTAGAGCTK TAAGGAGGTT TGGATTCTCT TTAGCTGCTG GGAGAAGTGT 

451 GTGGACTCTT 

V23-22683 
  1 CAATCATTCT GATGAATATT TGTCCTTTAG CTGTTACTTG TCTGTTACAG 

 51 AACAATCAGA GTTTTATTTT CCTAGAGCTC CATTGAATTC AAATGCTATG 

101 TTGTCCACTG AGTCTATGAT GAGTAGAATT GCAGCTGGAG ACTTGGAGTC 

151 ATCAGTGGAT GATCCTAGAT CAGAGGAGGA CAGGAGATTT GAGAGTCATA 

201 TAGAATGTAG AAAACCATAC AAAGAATTGA GATTGGAGGT TGGGAAACAA 

251 AGACTCAAAT ATGCTCAGGA AGAGTTGTCA AATGAAGTGC TTCCACCTCC 

301 TAGGAAAATG AAAGGGGTCT TTTCCCAGGC TAAAATTTCT CTTTTTTATA 

351 CTGAGGAGCA TGAGATAATG AAATTTTCTT GGAGAGGAGT GACTGCTGAT 

401 ACTAGAGCTT TGAGAAGATT TGGATTCTCT ATGGCTGCTG GTAGAAGTGT 

451 GTGGACTCTT 

IA 

V23-42713 
  1 TAATCACTCA GATGAATATT TGTCTTTTAG CTGTTACTTG TCTGTGACTG 

 51 AGCAGTCTGA GTTTTATTTT CCTAGAGCAC CTTTGAATAC CAATGCTATG 

101 ATGTCATCAG AAACAATGAT GGATAGAATT GCTCTTGGTG ATCTTGAATC 

151 CTCAGTTGAT GATCCTCGAT CTGAGGAGGA TCGTAAATTT GAAAGTCATA 

201 TTGAAAAGAG GAAACCTTAT AAAGAGTTAA GATTGGAGGT AGGTAAGCAA 

251 AGGCTTAAAT ATGCTCAGGA AGAATTGTCA AATGAAGTGT TGCCTCCCCC 

301 TCGTAAAATT AAGGGTGTGT TTTCACAAGC AAAAATTTCA TTATTCTACA 

351 CAGAAGATCA TGAAATCATG AAATTCTCCT GGAAAGGAAT CACTGCTGAT 

401 ACTAGAGCTT TGAGGAGATT TGGCTTTTCA TTGGCTGCTG GTAGGAGTGT 

451 GTGGACATTG 

IIIA 

V23-47758 
  1 CAATCATTCT GATGAATATT TGTCCTTTAG TTGTTATTTG TCTGTCACAG 

 51 AACAGTCAGA GTTCTATTTT CCTAGAGCTC CATTAAATTC AAATGCTATG 

101 TTGTCCACTG AGTCTATGAT GAGTAGAATT GCAGCTGGAG ATTTGGAGTC 

151 ATCGGTGGAT GATCCTAGAT CAGAGGAGGA CAGAAGATTT GAGAGTCATA 

201 TAGAATGTAG GAAACCATAC AAAGAATTGA GATTGGAGGT TGGCAAACAA 

251 AGACTCAAAT ATGCTCAGGA AGAGTTGTCA AATGAAGTGC TTCCACCTCC 

IA 
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301 TAGGAAAATG AAGGGGCTAT TTTCACAAGC TAAGATTTCT CTTTTTTAT 

Tabelle Anhang 1: Sequenzen der für die Medikamententestung verwendeten Proben zur Kon-
trolle der untersuchten Genotypen. Die Sequenz der Proben V18, MBB, V23-20758, V23-
22683 und V23-42713 stammen aus der 460-bp-VP1/2A-Region. Die Sequenz der Probe V23-
47758 stammt e enfalls aus dieser Region, ist am 3‘-Ende jedoch kürzer. 

Probe HAV-RNA (c/ml) Genotyp 

MBB 7,37 × 105 IB 

V18 7,28 × 105 IB 

V23-20758 7,68 × 105 IB 

V23-22683 7,98 × 105 IA 

V23-42713 8,22 × 105 IIIA 

V23-47758 6,78 × 105 IA 

Tabelle Anhang 2: normierte HAV-Konzentrationen durch Verdünnung mit BMEM zur Testung 

der Suszeptibilität auf Virostatika 
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