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1. Einleitung

Man kann pra-, intra- und posthepatische Ursachen eines lkterus (Gelbsucht durch
Hyperbilirubindmie) unterscheiden. Zu den intrahepatischen Ursachen zahlt neben
angeborenen Stérungen der Bilirubinglukuronidierung und des Bilirubintransports die
grol3e Gruppe der Hepatitiden. Ausloser einer Hepatitis (griechisch: hepar = Leber, -
itis = Entzindung) konnen Autoimmunprozesse, Alkohol, Medikamente, sonstige
Toxine, Bakterien, Parasiten und Viren sein.

Bei den viralen Auslosern einer Hepatitis kann man wiederum zwischen Erregern, die
nur im Rahmen einer systemischen Infektion eine Begleithepatitis hervorrufen, und
den primdr hepatotropen Viren unterscheiden. Beispiele fur Erreger einer
Begleithepatitis sind die Herpesviren Epstein-Barr und Cytomegalie oder das
Gelbfiebervirus.

Das epidemische Auftreten des lkterus war schon den Babyloniern bekannt. Die
atiologische Aufklarung folgte erst Jahrtausende spater. 1885 beschrieb Lirmann
eine lkterusepidemie nach einer Impfung gegen Pocken, wobei der Impfstoff
menschliche LymphflUssigkeit enthalten hatte (Lurmann 1885). Zunéchst unterschied
man eine Typ A-Hepatitis, die fakal-oral Ubertragen wurde, und eine Typ B-Hepatitis
(sog. ,Serumhepatitis®), die parenteral Ubertragen wurde. In den siebziger Jahren
gab es Hinweise auf weitere Erreger (Nicht-A- / Nicht-B-Hepatitis). Inzwischen sind
Hepatitis-A-/B-/C-/D- und E-Viren (HAV-HEV) als Hepatitiserreger bekannt. Fur das
Hepatitis-G-Virus (HGV) ist keine Erkrankung belegt. HAV-HEV gehdren nicht nur
unterschiedlichen Virusfamilien an, sondern sie unterscheiden sich auch im
Infektionsmodus, in der Inkubationszeit, im klinischen Verlauf und in der
Epidemiologie.

HAV und HEV werden féakal-oral Ubertragen. Die Infektionen verlaufen je nach Alter
und Risikofaktoren entweder asymptomatisch oder es manifestiert sich eine akute
Hepatitis; chronische Infektionen kommen hingegen nicht vor. HAV und HEV
kommen in Landern mit mangelhaften hygienischen Verhaltnissen endemisch vor, in
Industrielandern eher sporadisch als Ausbriiche in Gemeinschaftseinrichtungen oder
bei Urlaubsrickkehrern aus Endemiegebieten. HAV ist die haufigste Ursache einer
Hepatitis weltweit.

HBV wird parenteral durch Blut oder Blutprodukte, kontaminierte Instrumente und

Nadeln, sexuell oder perinatal Ubertragen. Bei immunkompetenten Erwachsenen



verlauft die Infektion meistens asymptomatisch oder als akute Hepatitis, wobei die
Verlaufsform stark von der inkorporierten Virusmenge abhangt. Nur in ca. 5 % kommt
es zu einer chronischen Infektion und der Mensch bleibt Virustrager. Bei der
perinatalen Infektion Neugeborener kommt es hingegen in Uber 90 % zur
Viruspersistenz. Ca. ein Drittel der Menschheit hatte Viruskontakt und ca. 5 % sind
chronische Virustrager (WHO 2002). In Deutschland findet sich hingegen eine anti-
HBc-Seropravalenz (serologischer Marker fir einen HBV-Viruskontakt) von 7,0 %;
0,6 % der Bevolkerung sind chronisch infiziert (RKI 2010). Dabei handelt es sich vor
allem um Personen aus Risikogruppen (Alter 2003) - wie i.v.-Drogenabhangige,
promiskuitive Hetero- und Homosexuelle, Empfanger von Blutprodukten und
Dialysepatienten.

HDV ist ein inkomplettes Virus, viroidahnlich, das die Hullproteine des HBV fur die
Virusmorphogenese bendtigt (Lai 1995). Die Superinfektion eines chronisch HBV-
Infizierten fuhrt oft zu einem akuten Schub und einem ernsteren Verlauf der
chronischen Hepatitis. Bei der Simultaninfektion kommt es meist zu einer Ausheilung.
Weltweit sind ca. 5 % der Hepatitis-B-Virustrager HDV koinfiziert. HDV st in
Deutschland sehr selten, im Jahr 2009 wurden z.B. nur 7 Falle gemeldet (RKI 2010).
Auch HCV wird, wie HBV und HDV, parenteral, sexuell oder perinatal tibertragen. Die
sexuelle und auch die perinatale Ubertragung sind allerdings seltener und erfolgen
vor allem bei hoher Viruslast. Der Infektionsweg bleibt oft unbekannt. Die HCV-
Infektion verlauft in 85 % asymptomatisch, aber chronisch, in 15 % kommt es zu
einer akuten Hepatitis, aber auch hierbei in 50 % zu einer Viruspersistenz. Weltweit
sind ca. 3 % der Menschheit Virustrager (WHO 2002). In Deutschland sind 0,4 %
anti-HCV positiv und davon auch 84 % HCV-PCR positiv (RKI 2010).

Diagnostisch unspezifisch fir die Atiologie einer Hepatitis ist der Anstieg der
Transaminasen bei Leberzellschadigung, die allerdings fur eine Infektion nicht obligat
ist. FiUr die Diagnostik der unterschiedlichen viralen Hepatitiden eignet sich
stattdessen neben dem direkten Nachweis des viralen Genoms oder viraler Antigene
im Blut der Nachweis der vom Korper gebildeten Antikorper. Der in seltenen Fallen
fehlende Nachweis eines bestimmten Antikdrpers (anti-HBc) bei einer chronischen
HBV-Infektion ist Thema dieser Arbeit.



1.1 Hepatitis-B-Virus

Die Entdeckung des Hepatitis-B-Virus begann eher zuféllig, als Blumberg 1965 auf
der Suche nach besonderen genetischen Merkmalen bei der Blutuntersuchung von
Aboriginis auf ein neues Antigen stiel3 (Blumberg et al. 1965). Dieses Antigen wurde
zunachst ,Australia-Antigen” getauft (Blumberg et al. 1967) und ist heutzutage als
Hepatitis-B-surface-Antigen (HBsAg) bekannt. Es befindet sich sowohl in der
Membran der subviralen Partikel, die bei einer HBV-Infektion in groBem Uberschuss
gebildet werden, als auch in der Hulle des Virus. Das Virus selbst wurde von Dane
1970 in der Elektronenmikroskopie identifiziert (Dane et al. 1970).

1.1.1 Klassifikation

Das Hepatitis-B-Virus ist ein umhilltes DNA-Virus und gehort zur Familie der
Hepadnaviridae (griechisch: hepar = Leber, dna = Desoxyribonukleinsaure).
Innerhalb der Capside dieser Familie befindet sich eine DNA-Polymerase (Kaplan et
al. 1973), die eine DNA vom zunachst verpackten RNA-Pragenom revers
transkribiert (Summers and Mason 1982) und anschlielRend den DNA-Zweitstrang
(inkomplet). D.h. es handelt sich um eine RNA- und DNA-abhédngige DNA-
Polymerase, welche die Hepadnaviridae nur mit den Caulimo- und Badnaviridae und
den Retroviridae gemeinsam haben (Toh et al. 1983). Wahrend die Erstgenannten
ein DNA-Genom besitzen und Pararetrovirus genannt werden, besitzen die
Retroviridae ein RNA-Genom und sind sogenannte Orthoretroviren.

Hepadnaviridae haben eine hohe Zelltyp- und Wirtsspezifitdt. Es gibt den Genus
Orthohepadnavirus mit Viren, die die Leber definierter Saugetiere, wie z.B. den
Menschen, infizieren, und den Genus Avihepadnavirus mit Viren, die eine Hepatitis

bei Vdgeln hervorrufen.

Genus Virus Wirt
Orthohepadnavirus Hepatitis B Virus (HBV) Mensch
Woodchuck Hepatitis Virus (WHV) Waldmurmeltier
Ground Squirrel Hepatitis Virus (GSHV) Erdhérnchen
Artic Ground Squirrel Hepatitis Virus (ASHV)  Arktisches Erdhérnchen
Chimpanzee Hepatitis B Virus (ChHBV) Schimpanze
Gibbon Hepatitis B Virus (GiHBV) Gibbon
Orangutan Hepatitis B Virus (OuHBV) Orang-Utan
Woolly Monkey Hepatitis Virus (WMHBYV) Wollaffe
Gorilla Hepatitis B Virus (GoHBV) Gorilla




Avihepadnavirus Duck Hepatitis B Virus (DHBV) Pekingente

Heron Hepatitis B Virus (HHBV) Graureiher
Ross Goose Hepatitis Virus (RGHBV) Ross Gans
Grey Teal Hepatitis B Virus (GTHBV) Weil3kehlente
Maned Duck Hepatitis B Virus (MDHBV) Méahnenente
Stork Hepatitis B Virus (STHBV) Weil3storch
Snow Goose Hepatitis Virus (SGHBV) Schneegans

Tabelle 1: Ubersicht bisher bekannter Hepadnaviren und ihrer Wirte

HBV lasst sich in 8 Genotypen (A-H) und weiter in 24 Subtypen mit unterschiedlicher
geographischer Verteilung unterteilen (Schaefer 2007). So findet sich z.B. Al in
Afrika, Brasilien und Indien, A2 vor allem in Europa und den USA. Die Genotypen

unterscheiden sich in ca. 8 - 15 % der Sequenz (Norder et al. 2004).

1.1.2 Struktur

Das Hepatitis-B-Virus ist ein doppelt umhilltes, ca. 42-45 nm grofdes DNA-Virus. Im
Folgenden werden die aul3ere und die innere Hulle und das sich mit der viralen

Polymerase im Inneren der beiden Hullen befindende Genom beschrieben.

1.1.2.1 AuRere Hiille

Die aul3ere Hiulle besteht aus Hepatitis-B-Oberflachen(Surface)-Proteinen (HBs bzw.
HBsAQg) und zellularer Lipidmembran. Es gibt drei unterschiedliche Surface-Proteine,
das S(mall), M(iddle) und das L(arge)HBs. Da die HBs-Proteine an einer oder zwei
Positionen glykosiliert sein kdnnen, unterscheidet man insgesamt sechs Proteine.
Die Proteine sind carboxyterminal (C-terminal) identisch und variieren hinsichtlich
des aminoterminalen (N-terminalen) Endes durch zusatzliche Domanen. SHBs
besteht nur aus der sog. S-Domane, MHBs besitzt zusatzlich die PraS2-Doméane und
LHBs die PraS1- und die PraS2-Doméane. Diese HBs-Proteine werden im Vergleich
zur HBc- und Genomproduktion in 100-1000fachem Uberschuss synthetisiert. Die
Proteine assemblieren zu 20 nm Spharen wund subviralen Filamenten
unterschiedlicher Lange, die aus den infizierten Zellen sekretiert werden. HBsSAg
gehort also auch zu den Nichtstrukturproteinen des HBV und lasst sich im Serum

infizierter Patienten nachweisen.



Die Pra-S-Doméane des LHBs hat eine duale Topologie und kann sich aul3er- oder
innerhalb der Virushille befinden (Bruss et al. 1994; Lambert and Prange 2003; Seitz
et al. 2007).

Hepatitis B Virus

{(Durchmesser:42-47 nm)
Pras1

Pras2

Proteinkinase

Spharen

LHBs w
(17-25 nm)
- F g
' ? i

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Hepatitis B Virus un  d der subviralen Partikel
HBc: Hepatitis B Core-Protein

SHBs/MHBs/LHBs: Small-/Middle-/Large- Hepatitis B Surface-Protein

S: S-Domane; PraS1: PraS1-Domane; PraS2: PraS2-Domaéane

(madifiziert nach Kann. 2002)

1.1.2.2 Nucleocapsid / Core-Partikel
Im Inneren der Hullproteine befindet sich das virale Capsid, welches auch als
Nucleocapsid oder Core-Partikel bezeichnet wird. Es besteht aus Hepatitis-B-Core-
Protein (HBc bzw. HBcAg). Die Core-Proteine interagieren mit den nach innen
weisenden Pra-S-Doménen des LHBs (Bruss 1997; Ponsel and Bruss 2003).
HBc besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette von 183 (bzw. 185 bei Genotyp A)
Aminosauren und hat eine Masse von ca. 21,5 kDa. Unterteilt wird in die N-terminale
Assemblierungsdoméne von ca. 140 AS, notwendig fur die Assemblierung und
spatere Gestalt der Capside, und eine C-terminale, stark basische, Protamin-
ahnliche Doméne variabler Lokalisation (Carboxyterminus), notwendig u.a. fur die
Bindung von Nukleinsaure (Gallina et al. 1989; Nassal 1992). Die
Assemblierungsdoméne bildet funf a-Helices. al, a2, a4b und a5 bilden einen
hydrophobischen Kern, der eine wichtige Rolle bei der Stabilitdt der Tertiarstruktur
10



des HBc spielt. a3 (AS 50-73) und a4a (AS 79-110) die sog. Haarnadel (Wynne et al.
1999).

Die meisten Viruscapside sind ikosaedrisch, d.h. aus gleichschenkeligen Dreiecken
aufgebaute Korper, so auch die Capside von HBV. Beim Aufbau des Capsids lagern
sich zunachst zwei Core-Proteine zu Dimeren zusammen (Zhou and Standring
1992), dabei bilden die beiden Haarnadeln der Monomere Vierhelixbindel, die
.otacheln“ des HBV-Capsids. In oxidierender Umgebung — wie zum Beispiel im
endoplasmatischen Reticulum (ER), im Golgi-Kompartiment oder extrazellular -
werden die Dimere durch Disulfidbricken verbunden (Jeng et al. 1991). Die Bildung
ist aber nicht essentiell fur die Assemblierung (Nassal 1992). Von den vier
Cysteinresten des HBc (Cys 48, Cys 61, Cys 107 und Cys 183) sind Cys 48 und Cys
61 im Bereich der Dimerzusammenlagerungsflache (Nassal et al. 1992) verbunden,
wobei Cys 48 manchmal und Cys 61 haufig Disulfidbricken ausbilden (Zheng et al.
1992). Cys 183 formt nach Expression in eukaryonten Zellen Disulfidbriicken mit dem
Cys 183 des benachbarten Core-Protein-Monomers (Seifer and Standring 1994),
wohingegen nach Expression in E. coli undefinierte Disulfidbriicken zu den Cys 183
anderer Core-Proteine ausgebildet werden. Die Dimere wiederum bilden Trimere und
durch Anlagerung weiterer Dimere entstehen schliel3lich die Ikosaeder (Zlotnick et al.
1999). Die Capside haben einen Durchmesser von 32 bzw. 36 nm und bestehen aus
180 bzw. 240 Core-Proteinen (Untereinheiten), d.h. sie bestehen aus einem
Vielfachen von 60 Untereinheiten und zeigen entweder eine T=3 bzw. T=4
Symmetrie (Crowther et al. 1994; Kenney et al. 1995).

Die sog. Assemblierung lauft spontan, wird aber durch die Anwesenheit von RNA
unterstitzt (Seifer and Standring 1994), denn am Carboxyterminus des HBc befinden
sich Arginin-reiche Cluster, die mit RNA interagieren, wenn sich der Carboxyterminus
an der Capsidinnenseite befindet (Zlotnick et al. 1997).

Bei in vitro Studien an carboxyterminal trunkierten Core-Proteinen (AS 1-149)
erwiesen sich die Anziehungskrafte zwischen den Untereinheiten als schwach (Ceres
and Zlotnick 2002). Untereinheiten kdnnen dissoziieren, HBV-Capside ,atmen*.
Diese Flexibilitdit ermdglicht in vivo - wie an Digitionin-permeabilisierten Zellen
gezeigt werden konnte -, dass das HBV-Capsid im Gegensatz zu den Capsiden
anderer Viren (z.B. Adenoviren oder HSV), um das Freiwerden des Genoms fir die
Replikation zu ermdglichen, nicht durch irreversibele Strukturénderungen zerstort

wird. Assemblierung und Deassemblierung sind reversible Prozesse. Speziell die
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Kernpore fuhrt zur Deassemblierung reifer Capside in Dimere und damit zum
Freiwerden des Genoms. Im Cytoplasma und im Kern findet in Anwesenheit von
RNA eine (Re-)Assemblierung statt (Rabe et al. 2009).

T
s P
’73 ' ada
g o

> 92
o3 a2a 'j
2 adb

Abbildung 2: Aufbau des HBV -Capsids

Links: HBc-Monomer
- N-terminale Assemblierungsdomane: 5 a-Helices
- hydrophobischer Kern (a1, a2, a4b und a5)
- Haarnadel (a3 und a4a)

Mitte: HBc-Dimer
- Vierhelixblndel (gebildet aus den beiden Haarnadeln der Monomere)
- Grun: Cys 61 und Gelb: Cys 48
- C-terminale, Protamin-ahnliche Doméane (=Carboxyterminus)
variabler Lokalisation

Rechts: Capsid
- 240 Untereinheiten (T=4), Durchmesser 36nm
- 120 Stacheln (Vierhelixblndel)

(nach (Wynne et al. 1999))

Bei der Assemblierung werden zellulare Proteinkinasen eingepackt (Albin and
Robinson 1980; Gerlich et al. 1982). Um welche Proteinkinasen es sich handelt, wird
noch diskutiert. So wurde eine GAPD-Proteinkinase (Duclos-Vallee et al. 1998), eine
Ribosom-assozierte-Serin-Kinase (Kau and Ting 1998), SRPK-1 und SRPK-2
Kinasen (Daub et al. 2002) und Proteinkinase Ca (Kann et al. 1993; Kann and
Gerlich 1994; Wittkop et al. 2010) nachgewiesen. Fir Letzte wurde gezeigt, dass sie
unabhéngig vom Ursprung der Capside (Serum, Zellkultur) verpackt wird und die
Capside durch Phosphorylierung destabilisiert analog zu Befunden am Capsid des
DHBV (Kock et al. 2003). Serinreste (AS 157, AS 164 und AS 172) im
Carboxyterminus werden in unbekanntem Mal3e phosphoryliert (Lan et al. 1999), was
fur verschiedene Schritte des Replikationszyklus essentiell ist: Durch die C-terminale
Phosphorylierung wird ein sog. nuclear localisation signal (NLS) exponiert, was den
Kernimport ermoglicht (Kann et al. 1999). Bei der Assemblierung wird spezifisch die

12



pragenomische RNA eingeschlossen (Gazina et al. 2000). Schlief3lich scheint die
PKC Phosphorylierung essentiell fir die Verpackung der Capside in die Hullproteine
zu sein (Wittkop et al. 2010).

1.1.2.3 HBV-Genom und virale Polymerase

Das HBV ist ein Pararetrovirus, welches zunachst ein RNA-Pragenom verpackt, das
dann in DNA umgeschrieben wird. Diese Genomreifung wird durch die virale
Polymerase vermittelt, die erst nach dem Verpacken in das virale Capsid —
zusammen mit dem RNA-Pragenom und zellularen Faktoren, dem
Hitzeschockprotein 90 und weiteren Chaperonen (Hu et al. 1997; Beck and Nassal
2001; Hu et al. 2002) — aktiviert wird. Die Polymerasen (reversen Transkriptasen) der
Pararetroviren weisen eine N-terminale Domé&ne auf, die als Primer dient. Die
reverse Transkriptase-Doméane schreibt die RNA in DNA um. Eine C-terminal
lokalisierte RNase H degradiert die RNA des entstehenden RNA-DNA-Hybrids. Well
die virale Polymerase im Gegensatz zu den Polymerasen der Orthoretroviridae keine
Integrase enthalt, wird das virale Genom nach Infektion der Wirtszelle nicht in deren
Genom integriert, sondern bleibt als sog. episomales Minichromosom im Zellkern
bestehen (Bock et al. 2001).

Das reife HBV-Genom besteht aus einer zirkularen, teilweise doppelstrangigen DNA,
der sog. relaxed circular DNA (rcDNA) (Robinson et al. 1974). Der komplete negative
Strang ist ca. 3200 nt lang, hat eine terminale Redundanz von 8-10 nt an den Enden
(Will et al. 1987) und das 5-Ende ist kovalent an die Primer-Doméane der viralen
Polymerase gebunden (Gerlich and Robinson 1980). Der kirzere positive Strang hat
hingegen nur eine Lange zwischen 1700 und 2800 nt (Landers et al. 1977). Daraus
resultiert eine einzelstrangige Licke, je nhachdem wie weit die virale Polymerase mit
der Transkription fortgeschritten ist. Die zirkul&are Struktur ist durch die Basenpaarung
des negativen Stranges mit dem positiven Strang bedingt (Charnay et al. 1979).

Ein 18 nt langes, nicht degradiertes Stlck der urspriinglichen pragenomischen RNA,
welches das mit Cap versehene 5 Ende reprasentiert, befindet sich am 5 -Ende des
positiven DNA-Stranges und diente als Primer fur die Synthese desselben
(Zweitstrangsynthese).

Auf dem Minusstrang befinden sich vier offene, sich Uberlappende Leserahmen
(open reading frame = ORF) fur HBc/HBe, die Polymerase, HBs und HBXx (Schlicht
and Schaller 1989).
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Abbildung 3: Genomstruktur von HBV

AuRere Kreise: Darstellung des Genoms mit der viral ~ en Polymerase, wie sie innerhalb der
Virionen vorliegt

Blaue Linie: Minusstrang  Rote Linie: Plusstrang

Gestrichelte Linie: ,tether*-Domane zwischen Primer-Doméane am 5 -Ende des Minusstrangs und
reverser Transkriptase am 3"-Ende des Plusstrangs

5E, 3E und redundancy: ,circularisation elements*, verantwortlich fur Kreisbildung der DNA

RNA primer: 18 nt langer Rest der pragenomischen RNA gepaart mit dem Minusstrang (direct
repeat DR2)

M: M-Region, unterstitzt die Translokation der Polymerase fur die Plusstrangsynthese

Mittlere Kreise (diinne tiirkise Linien): Darstellung der verschiedenen mRNAs
- Core und Polymerase mRNA (pragenomische RNA)

- HBe mRNA

- LHBs mRNA

- MHBs und SHBs mRNA

- HBx mRNA

Poly A: gemeinsames Ende der mRNAs durch Polyadenylierungssignal

€: e-Signal, Bindestelle fur die virale Polymerase

PRE: ,posttranscriptional regulatory element”, verhindert das Splicen der mRNA

Innere Kreise (dicke Pfeile): Darstellung der offen  en Leserahmen und der Transkription
regulierenden Elemente

turkis: HBx-ORF, blau: Core-ORF, rot: HBs-ORF, gelb: Polymerase-ORF

P: Promotor, Enh: Enhancer, GRE: Glucocorticoid-responsibles Element

(madifiziert nach (Jilbert et al. 2002))



Die Expression wird von mindestens vier Promotoren (P(core/e), P(preS1l),
P(preS2/S) und P(x)) initiiert; von zwei Enhancern und dem Glucocorticoid-
responsiblen Element verstarkt und von einem Element inhibiert (NRE: negative
regulating element).

Die Promotoren bewirken die Transkription von mindestens funf mMRNAs
unterschiedlicher Lange mit einem gemeinsamen 3 -Ende am einzigen
Polyadenylierungssignal des HBV-Genoms (Cherrington et al. 1992).

Man kann mRNAs sub- und supergenomischer Lange unterscheiden. Die kirzeste
MRNA mit ca. 700 nt ist die HBx mRNA, die unter Kontrolle des Promotors P(x)
transkribiert wird. Sie kodiert fur das Protein HBX, ein Nichtstrukturprotein. Am
haufigsten transkribiert wird in vivo durch den Promotor P(preS2/S) die ca. 2100 nt
lange MHBs und SHBs mRNA. Je nachdem welches Startcodon bei der Translation
verwendet wird, entsteht MHBs mit der PraS2-Region oder SHBs. 2400 nt lang ist die
LHBs mRNA, die zusatzlich auch noch die PraS1-Region enthalt und die unter
Kontrolle eines eigenen leberspezifischen Promotors (P(preS1)) transkribiert wird.
Die beiden mRNAs supergenomischer Lange verwenden denselben Promotor
P(core/e). Sie sind ca. 3300 nt lang. Deshalb muss bei einer HBV-Genomlange von
3200 nt beim ersten Durchlauf der Transkription das Polyadenylierungssignal
ignoriert werden. Wie von Cherrington gezeigt wurde, fuhrt erst das Vorhandensein
von 5°-warts vom Polyadenylierungssignal gelegener Sequenzen auf den RNAs zur
Verwendung des Signals. Die um ca. 30 nt langere HBe mRNA kodiert fir HBe, ein
Nichtstrukturprotein, das sich durch die zuséatzliche PraC-Domé&ne von HBc
unterscheidet. Die kirzere HBc und Polymerase mRNA hat mehrere Funktionen. Sie
dient zum einen der Translation von HBc, zum anderen in einem anderen
Leserahmen der Translation von der viralen Polymerase. AulRerdem wird sie als

RNA-Pragenom bei der Assemblierung verpackt.

1.1.3 Nichtstrukturproteine

Es gibt auch Proteine, wie HBe und HBX, die nicht fur die Struktur von HBV benétigt
werden, und Proteine, wie HBs (SHBs, MHBs und LHBs), die in groBem Uberschuss
hergestellt werden. Letztere Proteine assemblieren zu subviralen Partikeln und

lassen sich wie auch HBe im Blut Infizierter nachweisen.
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1.1.3.1 HBs oder HBsAg

Aus den im Uberschuss gebildetem HBs bilden sich entweder Spharen mit einem
Durchmesser von 17-25 nm oder Filamente unterschiedlicher Lange, die im Blut
Infizierter nachgewiesen werden konnen. Sie haben eine langere Halbwertszeit (8 d
statt 3 d) als die Viren (Chulanov et al. 2003). Sogar bei hochviramischen Tragern
Ubersteigt die Zahl der leeren HBs-Partikel die der Viren um ein Tausendfaches.
Konzentrationen von bis zu 1 g/l kdnnen so erreicht werden. Bei niedrigvirdmischen
Tragern, wenn die HBV-DNA mittels PCR kaum noch nachzuweisen ist, lasst sich
haufig noch HBsAg nachweisen.

Die Bedeutung dieser Uberexpression konnte noch nicht abschlieRend geklart
werden. Sie kdnnte fir die, fur eine chronische Infektion notwendige, Immuntoleranz
eines Tragers mitverantwortlich sein. Auf3erdem kénnten die subviralen Partikel
dazu dienen HBV-Rezeptoren abzusattigen, wodurch intakte Viren im Blut
nachweisbar werden und die Infektion einer anderen Person moglich wird (Kann and
Gerlich 2005).

1.1.3.2 HBe oder HBeAg

HBeAg wurde 1972 im Blut HBsAg positiver Blutspender entdeckt (Magnius and
Espmark 1972). Es ist insbesondere bei hochinfektiocsen HBsAg Tragern (Shikata et
al. 1977) nachzuweisen. Niedrigviramische Virustrager sind haufig HBeAg negativ
und weisen stattdessen Antikorper (anti-HBe) auf.

Wie beschrieben dient die lAngste HBV-mRNA als Matritze fiur das HBe. Die PraC-
Domane - ein Sekretionssignal - fihrt hierbei zur Translokation ins endoplasmatische
Retikulum der Wirtszelle. Dort wird das Signal bis auf 10 Aminosauren am N-
Terminus des Core-Proteins abgespalten. Diese 10 AS erlauben die Dimerisierung
des prozessierten Proteins, verhindern aber eine Assemblierung, wie die der Core-
Proteine. Bei der Passage durch den Golgi-Apparat der Zelle entsteht durch
Proteasen, die den C-Terminus des Proteins spalten, schlief3lich ein Protein mit einer
Masse von ca. 16-18 kDa (HBc 21,5 kDa).

HBe ist nicht fur die Virusreplikation essentiell. Es wird aber vermutet, dass HBe im
Serum eine wichtige Rolle bei der Immunregulation und der Entwicklung einer
chronischen Infektion spielt (Milich and Liang 2003).

HBe von der HBeAg-positiven Mutter wird Uber die Plazenta auf den Fetus

Ubertragen und ist dort auch ohne Infektion des Babys bis zu sechs Monate
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nachweisbar (Wang et al. 2003). Die bei perinataler Infektion besonders haufige
chronische Infektion konnte u.a. durch diese plazentare Ubertragung und Exposition
des sich entwickelnden Immunsystems mit viralem Antigen vermittelt werden. Die
Bedeutung von HBe bei der Entwicklung einer chronischen Infektion wird durch
weitere Arbeiten an Tiermodellen unterstitzt: Bei HBe-exprimierenden transgenen
Mausen lies sich in der Konsequenz eine T-Zell-Toleranz fur HBeAg und HBCAg
nachweisen. Anti-HBc konnte aber produziert werden (Milich et al. 1990). Dieser
immunologische Befund entspricht dem von perinatal infizierten Neugeborenen.
AuBerdem entwickelten neugeborene Waldmurmeltiere bei einer Infektion mit einer
HBe-negativen Mutante lediglich eine akute und nicht wie meistens bei einer Wildtyp-
Infektion eine chronische Hepatitis (Chen et al. 1992).

1.1.3.3 HBx

HBx ist fur die Virusreplikation in transfizierten Zelllinien nicht essentiell (Yaginuma et
al. 1987). In vivo ist hingegen HBx fur die WHV-Hepatitis eines Waldmurmeltiers
notwendig (Chen et al. 1993; Zoulim et al. 1994). In transgenen Mausen konnte
demonstriert werden, dass HBx fur die HBV-Replikation nicht essentiell ist, sondern
sie lediglich verstarkt (Xu et al. 2002). Nach Exposition mit der HBx-negativen
Mutante liegt, selbst wenn es nicht zu einer messbaren Serokonversion gekommen
ist, ein gewisser Schutz auch gegen Wildtyp-Infektion vor. Zhang et al. bezeichnen
HBXx-negative Mutanten deshalb als attenuiertes Virus (Zhang et al. 2001).

HBx aktiviert die HBV-Genexpression durch Aktivierung viraler und zelluléarer
Enhancer (Spandau and Lee 1988; Zahm et al. 1988; Xu et al. 2002). Aul3erdem ist
HBx auch ein Koaktivator multipler zellularer Gene und spielt somit evtl. eine Rolle
bei der Entwicklung des hepatozellularen Karzinoms (Wu et al. 2002). Da HBx-
negative Mutanten vor allem bei immundefizienten Menschen nachgewiesen werden
kénnen (Repp et al. 1992), kann auch eine Immuntoleranz steigernde Wirkung von
HBx vermutet werden.

HBxAg bzw. anti-HBx lassen sich bei Infektion zwar evtl. im Blut nachweisen und
scheinen einen Hinweis auf die Entwicklung einer Leberzirrhose bzw. eines HCC zu

geben (Zhang et al. 2009), spielen aber in der Routinediagnostik keine Rolle.

17



1.1.4 Replikationszyklus

Viren sind obligat intrazellulare Parasiten, d.h. sie bendtigen eine Wirtszelle mit ihrem
Biosyntheseapparat fur die Replikation. Der Replikationszyklus besteht aus
Adsorption an eine suszeptible Zelle, welche Signalkaskaden aktiviert, die die
nachfolgende Aufnahme des Virus ermoglichen, der Aufnahme in die Zelle durch
Fusion mit der Zellmembran oder Endozytose (Penetration), Vermehrung des
Virusgenoms, mMRNA-Synthese, Translation der viralen Proteine, Zusammenbau und
schlie3lich Sekretion des infektibsen Virus.

Fur die Replikation und Transkription muss das Genom aller DNA-Viren (Ausnahme

Pox- und Vacciniaviren) in den Zellkern transportiert werden.
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Abbildung 4: Replikationszyklus des HBV

NPC: nuclear pore complex; ER: Endoplasmatisches Retikulum; Pol: Polymerase; PraGolqi:
PraGolgi-Kompartment.

(nach (Wittkop 2007))

1.1.4.1 Adsorption und Penetration

Der erste Schritt zur erfolgreichen Infektion einer Zelle ist die Adsorption oder
Anheftung, indem virale Liganden mit zellularen Rezeptoren interagieren.
Wahrscheinlich handelt es sich bei den viralen Liganden von HBV um LHBs und
SHBs. SHBs allein reicht fir eine Adsorption nicht aus (Glebe et al. 2005). Antikorper
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gegen die PraS1-Sequenz bzw. kompetierende Proteine kénnen die Bindung von
HBV an menschliche Hepatozyten blockieren (Neurath et al. 1986; Pontisso et al.
1989) und zumindest in primarer menschlicher Hepatozytenkultur eine Infektion
verhindern (Maeng et al. 2000). Neben primarer Menschen- und
Primatenhepatozytenkultur lasst sich auch eine Hepatozytenkultur von Tupaia
belangeri mit HBV infizieren (Kock et al. 2001). Mit diesem Modell gelang der
Nachweis, dass Antikérper gegen die PraS1-Region und gegen SHBs HBV komplett
neutralisieren, wahrend Antikorper gegen die PraS2-Region nur teilweise wirken
(Glebe et al. 2003). Der Fund von PraS2-negativen Mutanten in Patienten belegt
ebenfalls die untergeordnete Rolle von MHBs (Fernholz et al. 1993).

Fur HBV wird ein zweistufiger Adsorptionsprozess beschrieben. In der frihen Phase
der Adsorption erfolgt die Bindung an den sog. low affinity rezeptor. Diese Adsorption
kann durch Heparin inhibiert werden, was auf heparansulfatierte Proteoglykane als
primaren Rezeptor hinweist (Leistner et al. 2008). In der spéateren Phase kann die
Infektion noch immer durch PraS1-Lipopeptide, aber nicht mehr durch Heparin
verhindert werden. Die Identitat dieses zweiten, des sog. high affinity rezeptor ist
noch unklar. So wurden fur HBV u.a. der Asialoglycoprotein-Rezeptor (Treichel et al.
1994; Owada et al. 2006) und der Interleukin-6-Rezeptor, da HBV Interleukin 6 als
Mediator zu binden scheint (Neurath et al. 1992), als PraS1-Liganden beschrieben.
Fur SHBs wurden z.B. Apolipoprotein H (Mehdi et al. 1994) und Endonexin I
(Hertogs et al. 1993) als moégliche Rezeptoren beschrieben.

Fur DHBV konnte Carboxypeptidase D als fir die Infektion verantwortlicher zellularer
Rezeptor identifiziert werden (Kuroki et al. 1995; Urban et al. 2000). Diese
Carboxypeptidase wandert zwischen Plasmamembran und Golgi-Apparat und kdonnte
den Virus auf diesem Weg mitnehmen (Breiner et al. 1998).

Fur die Penetration der Hepadnaviridae wird, durch Untersuchungen am HBV-Modell
DHBV, Endozytose mit anschlieRendem  Mikrotubuli-abhdngigem,  Aktin-
unabhéngigem Transport (Funk et al. 2004) angenommen. Auch fur HBV konnte
inzwischen ein Mikrotubuli-abhéangiger Transport von Capsiden zum Kern gezeigt
werden (Rabe et al. 2006).

Das Freiwerden des Capsids aus dem Endosom ist fir den Kernimport essentiell und
scheint nicht von einer Ansduerung abhangig zu sein (Kock et al. 1996). Im SHBs

befindet sich eine kurze hydrophobische Sequenz, die den Fusionsproteinen von
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anderen umhillten Viren &hnelt und im Falle von Influenza das Fusionsprotein sogar

ersetzen kann (Berting et al. 2000).

1.1.4.2 Kernimport und Transkription der viralen DN A

Der Import der Capside in den Zellkern folgt weitgehend dem klassischen Weg
karyophiler Proteine. Die freien Capside exponieren mit der C-terminalen
Phosphorylierung des HBc ein sog. nuclear localisation signal (NLS) (Kann et al.
1999). Importin a und B binden an das NLS, danach kommt es zur Bindung des
Capsids an den Kernporenkomplex (NPC = nuclear pore complex) und zur
Translokation in den nukleéren Korb auf der Innenseite der Kernmembran. Aufgrund
der geringen GroR3e der Capside ist ein Transport des intakten Capsids durch die
Kernpore moglich (Pante and Kann 2002) und es kommt bei gereiftem Genom im
nukledren Korb zur Dissoziation des Capsids mit Freigabe des Genoms in das
Karyoplasma (Schmitz et al.; Rabe et al. 2003).

Die virale rcDNA wird dann in eine vollstandige kovalent verbundene, zirkuldre DNA
(die sog. cccDNA = covalently closed circular DNA) umgewandelt. Dies beinhaltet
das Losen der viralen Polymerase und der Primer, die Vollendung des Plusstrangs
und die kovalente Verbindung der 5°- und 3"-Enden durch eine DNA-Ligase. Die an
diesen Prozessierungen beteiligten Enzyme und die Abfolge der Reaktionen sind
jedoch unbekannt. Die cccDNA wird durch Histone und Nicht-Histone zu einem sog.
episomales Minichromosom organisiert und bleibt in dieser Form im Zellkern
bestehen (Bock et al. 2001).

Durch die zellulare Polymerase Il werden dann die oben beschriebenen flnf
unterschiedlichen mRNAs transkribiert. Sie haben am 5-Ende eine CAP-Struktur
und sind am 3"-Ende polyadenyliert. Das SpleiRen wird durch das posttranscriptional

regulatory element (PRE) inhibiert (Huang and Liang 1993).

1.1.4.3 Assemblierung und Genomreifung

Bei der In vitro-Assemblierung von E. coli generierten Capsiden wird unspezifisch
RNA mitverpackt. Bei der Assemblierung in vivo kommt es hingegen spezifisch zur
Verpackung der pragenomischen RNA (pgRNA), die dann im Capsid zur rcDNA reift.
Die Assemblierung wird dabei durch einen Ribonukleoproteinkomplex geférdert.
Dieser besteht aus der viralen Polymerase (Bartenschlager et al. 1990; Hirsch et al.

1990), welche mit der stem-loop-Sekundarstruktur des sog. Epsilonsignals am 5°-
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Ende der pgRNA (Junker-Niepmann et al. 1990) interagiert, und zellularen
Hitzeschockproteinen (Hu et al. 1997). Auch die Phosphorylierung der Core-Proteine
an Serin 164 ist fur die spezifische Verpackung der prdgenomischen RNA notwendig
(Gazina et al. 2000).

Die Reifung des Genoms ist méglich, da Lécher von 12-15 A im Capsid die Diffusion

von kleinen Molekilen, z.B. Nukleotiden, ins Lumen erlauben.

Abbildung 5: Bindun g der viralen
Polymerase an das Epsilonsignal

P: virale Polymerase

RT: reverse Transkriptase
TP: Terminales Protein
cap: 5-Ende der pgRNA

= ] DR: direct repeat
AR MR NS oA pA: 3'-Ende der pgRNA

(nach (Beck and Nassal 2007))

Am Epsilonsignal beginnt die Synthese des DNA-Negativstrangs mit zunachst nur
drei Nukleotiden (bzw. bei DHBV mit vier Nukleotiden). Es kommt zur Translokation
der Polymerase und des gebildeten Oligonukleotides zum DR1* (direct repeat 1) am
3’-Ende der pgRNA (Wang and Seeger 1993).

"\
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]
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: m? =~ 5l Abbildung 6: Translokation
DR2 pri%S NS “pA 9
\{r\‘- e f(]) oo des Oligonukleotid-

A Polymerase-Komplexes
(,m’ o Rot: erste Nukleotide des
& 7 DNA-Negativstranges
3'AAGT"""“'/ <« AAGT = ¥ g 9
1L L
cuz[CUGUUCa age cgc[UUCACCUCUGClacg (nach (Beck and Nassal
& bulge DR1* 2007))

Von hier aus wird die Synthese des Negativstranges in Richtung des 5-Endes der
RNA fortgesetzt. Die zum entstehenden Strang komplementadre RNA wird durch die
RNaseH-Aktivitat der Polymerase abgebaut. Lediglich ein 18 nt langes Stiick am

Ende, welches den DR1 enthalt, bleibt erhalten. Dieses dient nach seiner
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Translokation zum DR2 des Negativstranges als Primer fur die Synthese des DNA-
Plusstrangs.

Die Synthese des Plusstrangs verlauft zunachst von diesem DR2 in Richtung des 5°-
Endes des Negativstranges. Die weitere Elongation des Positivstranges wird durch
den Wechsel der Polymerase vom 5-Ende zum DR1 am 3-Ende des
Negativstranges ermdglicht. Dieser Wechsel fuhrt zur zirkul&ren Struktur der rcDNA.
Die Synthese des Positivstranges wird im Inneren des Capsids nicht vollendet,

sondern erst im Karyoplasma der infizierten Zelle.
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1.1.4.4 Verpackung und Sekretion

Nach der Assemblierung und der Genomreifung zur rcDNA werden die Capside am
PraGolgi-Apparat in die aul3ere Hulle verpackt. Die reverse Transkription ist hierbei
Vorraussetzung fur die Interaktion zwischen Capsid und Hullprotein (Gerelsaikhan et
al. 1996). Ferner ist eine Phosphorylierung durch zellulare Proteinkinase Ca
erforderlich, die sich auch in den Capsiden findet (Wittkop et al. 2010). Die Viren
werden dann vermutlich durch Exocytose uber sog. multivesicular bodies sekretiert
(Watanabe et al. 2007).

Besonders in der Anfangsphase der Infektion eines Hepatozyten — wenn nur geringe

Mengen an Hiullprotein synthetisiert werden - binden die Capside mit gereiftem
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Genom wieder an Kernporen und die rcDNA wird in das Karyoplasma entlassen.
Hierdurch entsteht ein Pool an cccDNA, wodurch sich die Infektion stabilisiert. Ein
infizierter Hepatozyt kann tber 50 Kopien cccDNA enthalten (DHBV (Tuttleman et al.
1986)). Die Angaben fir HBV sind sehr viel heterogener und variieren zwischen 5

und 50 Kopien.

1.2 Hepatitis B

HBV selbst ist nicht zytopathogen. Die Erkrankung ist Folge der Reaktionen des
Immunsystems des Infizierten auf die viralen Antigene (Immunpathogenese). So
fuhren aktivierte zytotoxische T-Zellen zum Untergang infizierter Hepatozyten
(Chisari and Ferrari 1995).

HBV-Infektionen haben weltweit eine hohe Inzidenz und Pravalenz und damit eine
nicht zu unterschatzende Bedeutung fiir die Morbiditat und Mortalitéat der Menschheit:
Geschatzte zwei Milliarden Menschen hatten Viruskontakt. Uber vier Millionen
erkranken jedes Jahr an einer akuten Hepatitis B. Ca. 350 Millionen sind chronisch
infiziert. Ca. 25 % der Trager, d.h. Uber eine Million Menschen jahrlich, sterben an
einer chronischen HBV-Infektion und ihren Folgen (WHO 2002). Die Ursache von 30
% aller Falle von Leberzirrhose und von 53 % aller Falle von hepatozellularem
Karzinom (HCC) ist eine HBV-Infektion (Perz et al. 2006).

Weltweit gesehen ist die perinatale Infektion oder die Infektion in der friihen Kindheit
am haufigsten. Regionen mit einer hohen Pravalenz, d.h. 70 - 90 % der Bevdlkerung
hatten Viruskontakt und > 8 % sind chronisch infiziert, sind Sudostasien, Afrika
sudlich der Sahara, die Pazifik-Region (ausgenommen Japan, Australien und
Neuseeland), das Amazonas-Becken und Teile des Mittleren Ostens, Zentralasiens
und Osteuropas. Gegenden mit einer niedrigen Pravalenz, d.h. < 20 % der
Bevolkerung hatten Viruskontakt und < 2 % sind chronisch infiziert, sind
Nordamerika, Teile SUdamerikas, West- und Nordeuropa.

Es existiert ein sicherer und effektiver Impfstoff aus rekombinant hergestelltem
HBsAg gegen eine HBV-Infektion. Mindestens 85 — 90 % der HBV-assoziierten
Todesfalle wéaren durch diese Impfung zu verhindern (WHO 2002).

Der Infektionsverlauf ist sehr unterschiedlich und héangt u.a. von der Infektionsdosis,

dem Alter und der Immunkompetenz der infizierten Person ab.
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Tod durch Heilung

fulminate Hepatitis (HBs-Serokonversion)
davon nach:
>90% - akuter Hepatitis  (25%)
<1% 0 - subklinischer Infektion  (65%)

- auch nach Jahren der
Viruspersistenz maoglich
(1%/Jahr (Alward et al. 1985))

HBV -Infektion

l 5-10%

Viruspersistenz

30% 70%

Chronische Hepatitis » gesunde" HbsAg-Trager
10%/Jahr
20%/10 Jahrel \ l
Leberzirrhose : »  Hepatozelluldres Karzinom
10%/10 Jahre Zirrhose (HCC)

Abbildung 8: Verlaufsméglichkeiten der HBV  -Infektion bei gesunden Erwachsenen
(modifiziert nach (Herold 2005))

1.2.1 Akute Infektion

Bei kleiner Infektionsdosis und / oder immunkompetenten Erwachsenen kommt es
meist nur zu einem subklinischen Verlauf der Infektion. Bei hoher Infektionsdosis
kommt es dagegen eher zu einer akuten Hepatitis mit Symptomen wie Mudigkeit,
Schmerzen im rechten Oberbauch durch Leberkapselspannung, Appetitlosigkeit,
Ubelkeit, hellem Stuhl, dunklem Urin und lkterus (Herold 2005). Die Inkubationszeit
liegt zwischen 45 und 180 Tagen wiederum in Abh&ngigkeit von der Infektionsdosis
(Gerlich 2002). Die akute Hepatitis B heilt meistens aus (Abbildung 9A). Ein
Ubergang in eine chronische Form ist auRerst selten, ist aber zu befuirchten, wenn
HBV-DNA uber die achte Woche hinaus nachweisbar ist (Herold 2005).

In weniger als einem Prozent der Falle kommt es zu einer dann aber haufig letal
verlaufenden, fulminanten Hepatitis mit Versagen der Lebersyntheseleistung (u.a.
Zusammenbruch der Blutgerinnung) und des Lebermetabolismus (u.a.
Ammoniakanstieg und hepatische Enzephalopathie). Der frihzeitige Einsatz von
Lamivudin, einem Inhibitor der reversen Transkriptase, kann in solchen Fallen die

Mortalitdt senken. In einer Studie von 2006 konnte dadurch das transplantationsfreie
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Uberleben von 20 % auf iber 80 % der Falle von schwerer bzw. fulminanter Hepatitis
gesteigert werden (Tillmann et al. 2006).

Im Anschluss an eine akute, ausgeheilte Infektion sind im Serum sowohl anti-HBc-
als auch anti-HBs-Antikérper nachweisbar. Es liegt eine Immunitat gegen eine
erneute Infektion vor. Nach Jahren kann evtl. nur noch anti-HBc nachweisbar sein. In
solchen Fallen zeigt aber die schnelle anti-HBs-Antikdrperbildung nach Probe-
Impfung (Aoki et al. 1993), dass noch Gedachtniszellen vorliegen, die vor einer
Reinfektion schitzen. Bei der Ublichen Impfung gegen eine HBV-Infektion mit
rekombinant hergestelltem HbsAg ist hingegen nur anti-HBs nachweisbar. Nach

Impfung gilt ein anti-HBs-Titer von tber 10 mlU/ml als Zeichen einer Immunitat.

1.2.2 Chronische Infektion

Von einer chronischen Hepatitis spricht man definitionsgeman bei einer Hepatitis, die
nach Uber 6 Monaten nicht ausgeheilt ist. Bei immunkompetenten Erwachsenen sind
die Viruspersistenz und die Entwicklung einer chronischen Hepatitis bei einer HBV-
Infektion sehr selten. Haufiger ist sie bei Kindern und hier insbesondere bei
perinataler Infektion (> 90 %). Auch Drogenabhéangige, Hamodialysepatienten oder
aus anderen Grinden Immunsuppremierte sind haufiger betroffen.

Die Kklinischen Symptome sind entsprechend vom Immunstatus des Infizierten
abhangig. Sollten sich Symptome im Rahmen einer chronischen Hepatitis ausbilden,
so sind diese milde und unspezifisch (Leistungsminderung, Mudigkeit und
uncharakteristische Oberbauchbeschwerden). Evtl. kommt es in Phasen hoherer
Krankheitsaktivitdt zu Symptomen ahnlich einer akuten Hepatitis B. Mdglicherweise
kommt es aber auch erst zu Krankheitsmanifestationen, wenn die Leber bereits
zirrhotisch umgebaut ist, d.h. Lebergewebe durch Bindegewebe ersetzt und damit
irreversibel zerstért wurde. Dann kommt es zur Dekompensation mit Versagen der
Lebersyntheseleistung sowie des Lebermetabolismus und mit portaler Hypertension
samt ihren Folgen (u.a. Aszites, Osophagusvarizen). Eine Gefahr ist die Entwicklung
eines hepatozellularen Karzinoms (HCC). Das Risiko an einem HCC zu erkranken ist
bei chronisch Infizierten ca. 100fach erhoht gegeniber der Normalbevolkerung
(Beasley et al. 1981).

Man unterscheidet auch serologisch unterschiedliche Gruppen einer chronischen
HBV-Infektion. Es gibt den Zustand der Immuntoleranz mit hoher Viruslast aber
geringer Aktivitdat des Immunsystems und damit auch geringer Krankheitsaktivitat
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(immuntoleranter HBV-Trager). Dieser Zustand wird z.B. nach perinataler Infektion
beobachtet. Patienten ohne Reaktivitdt des Immunsystems zeigen keine Symptome,
haben jedoch auch ohne die Entwicklung einer Zirrhose das Risiko ein HCC zu
entwickeln (Carey 2009). Mit zunehmender Aktivitdt des Immunsystems nimmt zwar
die Viruslast ab aber die Krankheitsaktivitat zu. Man spricht dann auch von chronisch
aktiver Hepatitis B. Zu jedem Zeitpunkt der Infektion ist es durch eine verstarkte
Immunreaktion (oft einhergehend mit einem Krankheitsschub) doch noch mdoglich,
dass die Virusreplikation bis unter die Nachweisgrenze gedrickt wird. HBeAg
verschwindet dann, stattdessen wird anti-HBe nachweisbar (Abbildung 9B). Der
Status des sog. ,gesunden* HBsAg-Tragers ist damit erreicht. Im Spontanverlauf tritt
diese sog. HBe-Serokonversion in ca. 10 % / Jahr auf (Alward et al. 1985). Durch
eine Behandlung mit Interferon a lasst sich eine HBe-Serokonversionsrate von 40 %
erreichen (Niederau et al. 1996). Entsprechend ist der Nachweis von HBeAg im

Serum mit einer hohen Viruslast und damit héheren Infektionsgefahr assoziiert.

A Acute Self-Limited HEV Infection
T
E — HEY DMNA
— I(“*\ = HBaAg
E | Anti-HES
E = HBsAg
5 — Anti-HBc
] = Anti-HEe
Bh
E — ALT
‘ 1] ] ] ]
2 4 6 2 =10
Weeks since Exposure Years since Exposure
B Chronic HBY Infection
% — HEBY DNA
= = HBaAg
-]
= Anti-HBs
E — HBsAg
= — Anti-HBC
= i
a = AntHEs
E : : : ./I—‘_’-l = ==
0 4 & 8 =10
Weeks since Exposura Years since Exposure

Abbildung 9: Verlauf der Serummarker bei HBV -Infektion

A: akute selbstlimitierende Infektion
B: chronische Infektion — beispielhaft dargestellt mit HBe-Serokonversion nach 7 Jahren

(nach (Ganem and Prince 2004))
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1.2.3 Ungewohnliche serologische Profile

Neben den oben beschriebenen und abgebildeten serologischen Profilen (Abbildung
9) kann es auch untypische Befunde geben: Anti-HBc als einziger positiver Befund,
sog. ,Anti-HBc alone* (Ponde et al.), kann z.B. bei nicht vollstandiger Ausheilung,
aber bereits bei Verlust des HBsAg, auftreten. Anti-HBs als einziger positiver Marker
bei nichtgeimpften Personen kann Folge von passivem Transfer (Verlust nach
einigen Monaten) sein oder bei ausgeheilter Hepatitis B und Verlust von anti-HBc
Uber die Jahre auftreten. Der sehr seltene Fall von positivem HBsAg, aber negativem

anti-HBc soll in dieser Arbeit ndher untersucht werden.

1.2.4 Okkulte Infektion

Auch bei ,ausgeheilter” Infektion, Serokonversion von HBsAg zu anti-HBs kann HBV
persistieren (Rehermann et al. 1996). Von einer sog. Okkulten Infektion (Raimondo
et al. 2007) spricht man, wenn HBSAg negativ ist, aber HBV-Genome (z.B. in einer
Leberbiopsie) nachweisbar sind. Kommt es in solchen Féllen zu einer Einschréankung
des Immunsystems, kann es zum Verlust der Antikdrper (reverse Serokonversion)
und durch Zusammenbruch der T-Zell-Immunitat zu erneuter Virusvermehrung
kommen (Awerkiew et al. 2007). Da HBV nicht zytopathogen ist, ist diese
Vermehrung zunachst asymptomatisch. Bei Rekonstitution des Immunsystems kann
es dann aber zur fulminanten Hepatitis kommen (Westhoff et al. 2003). Ein weiteres
Problem sind Blutspender mit einer solchen okkulten Infektion. Hier sind Infektionen
der Empfanger moglich, wenn nur auf HBsAg getestet wird oder der HBV-DNA-Test
nicht sensitiv genug ist (Allain 2004). Auch scheint eine okkulte Infektion ein Risiko
fur die Progression einer Leberfibrose und die Entstehung eines HCC zu sein
(Raimondo et al. 2007).

In seltenen Fallen kann auch eine Mutation des Virus fur das trotz Infektion negative
Ergebnis im HBsAg-Test verantwortlich sein (Zuckerman and Zuckerman 2003).

1.3 HBc als Antigen

Der Kontakt des Immunsystems des Infizierten mit den viralen Antigenen l6st die

Hepatitis aus. Nach der Reaktion des angeborenen Immunsystems (Naturliche
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Killerzellen (NK) und NK-T-Zellen (Bertoletti and Gehring 2006)) fuhrt erst das
adaptive Immunsystem mit seinem Netz von T-Helferzellen (Kalams and Walker
1998), Zytokinen, B-Zellen und vor allem zytoxischen T-Zellen (Thimme et al. 2003)
zur Viruselimination. So fuhren zytotoxische T-Zellen, wenn sie mit ihrem T-Zell-
Rezeptor Fragmente der HBV assozierten Proteine (8-12 Aminosauren lange sog.
Epitope) auf den Haupthistokompatibilitatskomplexen (MHC) Klasse | der infizierten
Hepatozyten erkennen, zum Untergang dieser Hepatozyten. Die zweite Methode der
zytotoxischen T-Zellen ist die Sekretion von Interferon gamma (INFy) und
Tumornekorsefaktor alpha (TNFa), welche die Expression und Replikation von HBV
verhindern (Guidotti and Chisari 1996; Guidotti and Chisari 2001). B-Zellen hingegen
eliminieren Uber die Antikdrperproduktion zirkulierende Viren und verhindern so die
(Re-)Infektion.

Unter den viralen Proteinen ist die Fahigkeit von HBcAg eine Immunreaktion zu
aktivieren herausragend. Es fuhren schon wenige Nanogramm HBCAg zur
Antikdrperbildung in der Maus (Vanlandschoot et al. 2003). HBcAg ist im Gegensatz
zu HBeAg in der Lage T-Zell-unabhangig B-Zellen zur Antikérperbildung zu aktivieren
(Milich and McLachlan 1986), aul3erdem sind viele CD4-Epitope vorhanden (Ferrari
et al. 1991; Jung et al. 1995), was auch eine starke T-Zell-abhangige Aktivierung
ermdglicht. HBcAg kann von B-Zellen aufgenommen, prozessiert und damit T-Zellen
bedeutend effektiver prasentiert werden als dies durch die klassischen Antigen
prasentierenden Zellen der Fall ware (Milich et al. 1997). Neben der
aulBergewohnlichen Struktur von HBCAg aktiviert das Vorhandensein von
mitverpackter Nukleinsaure die Immunreaktion zusatzlich (Vanlandschoot et al.
2003).

Wahrend HBcAg vor allem eine Thl-Antwort und damit die Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen stimuliert, fuhrt HBeAg eher zu einer fur die Elimination des
Virus ungunstigeren Th2-Antwort mit Betonung der Antikérperbildung, was wiederum
fur die Rolle des HBeAg bei der Entwicklung einer chronischen Hepatitis spricht
(Milich et al. 1997).

1.3.1 Anti-HBc

Aufgrund der oben beschriebenen immunologischen Potenz von HBcAg kommt es im

Rahmen einer HBV-Infektion immer zur Produktion von Antikérpern (anti-HBc).
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Antikdrper erkennen entweder konformationale Epitope, die nur in der natirlichen
Konformation des Proteins vorhanden sind, oder lineare Epitope, die sich auch noch
bzw. nur (sog. kryptische Epitope) im denaturierten Protein z.B. mit der
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE) nachweisen
lassen.

Waéhrend auf der T-Zell-Ebene eine hohe Kreuzreaktivitat von HBCAg und HBeAg
besteht (Milich et al. 1987), sind die gebildeten Antikbrper zum grol3en Tell
verschieden, d.h. eine Unterscheidung ist serologisch mdglich (Salfeld et al. 1989).
Untersuchungen Uber die Lokalisation der B-Zell-Epitope von HBCcAg zeigten, dass
abhangig vom Stadium der Infektion unterschiedliche Antikorper gebildet werden
(Tordjeman et al. 1993) und dass hauptséchlich konformationale Sequenzen im
Bereich der sog. Immunodominaten Schleife (AS 78-83) am Stachel der Capside
erkannt werden (Salfeld et al. 1989; Pushko et al. 1994; Conway et al. 1998). Die

Zahl der vorhandenen B-Zell-Epitope wurde auf ca. 20 geschétzt (Harris et al. 2006).

Abbildung 10: Beispielhafte
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1.4 Anti-HBc-Test

Der Test auf anti-HBc hat eine hohe klinische Relevanz, denn es I&sst sich mit einem
positiven anti-HBc-Titer zunachst am einfachsten ein Viruskontakt nachweisen. So
eignet sich der anti-HBc-Test z.B. als Screening-Untersuchung, ob bei einer akuten
Hepatitis HBV als auslosendes Agens in Frage kommt. Zur weiteren Unterscheidung,
ob eine akute, chronische oder ausgeheilte Infektion vorliegt, sind aber weitere Tests
notwendig.

Der Test von anti-HBc-IgM im Speziellen eignet sich zur Unterscheidung von akuter
und chronischer Infektion (unterschiedliche Titerhéhe) und zum Monitoring der
aktuellen Aktivitat einer bekannten HBV-Infektion.

Als alleiniger Test bei Blutspendern um eine Infektionsgefahr fir den Empfanger
auszuschliel3en ist der Anti-HBc-Test nicht geeignet, da in seltenen Féllen anti-HBc
trotz bestehender Infektion negativ ist (siehe Kapitel 1.2.3 Ungewdhnliche
serologische Profile und z.B. Allain 2004).

Nach Entdeckung des HBcAg-anti-HBc-Antigen-Antikorpers-Systems (Almeida et al.
1971) wurde anti-HBc zunachst mit der Komplementbindungsreaktion (Hoofnagle et
al. 1973) nachgewiesen. Der Antikdrpernachweis bei der Komplement-
bindungsreaktion basiert auf dem Verbrauch von Komplement durch die
zugegebenen Antikoérper. Das nicht verbrauchte Komplement wird anschliel3end
durch die Lyse von Antikorper-beladenen Erythrozyten nachgewiesen. Werden noch
alle zugegebenen Erythrozyten lysiert, hat vorher keine Komplementbindung
stattgefunden, der Antikdrpernachweis ist negativ. Ein Problem war zunachst die
Knappheit an HBcAg, das anfangs noch aus Leber aufgereinigt werden musste. Erst
die Moglichkeit HBcAg in grofen Mengen in E. coli zu synthetisieren (Stahl et al.
1982) fuhrte zur Verfugbarkeit von anti-HBc-Tests.

Heutzutage wird Ublicherweise ein Enzym-Immunoassy (EIA) zum Test von anti-HBc
verwendet (Westh et al. 1996; Gerlich 2002). Dabei ist rekombinant hergestelltes
HBcAg an die feste Phase gebunden und die Bindung von markiertem anti-HBc wird
durch evtl. im Serum vorhandenes anti-HBc inhibiert. Ein Beispiel ist der
AXSYymCORE der Firma Abbott. AulRerdem gibt es sog. Sandwich-Assays wiederum
mit HBCAg an der festen Phase und markiertem anti-lgG, das das gebundene anti-
HBc aus dem Serum markiert.

Anti-HBc-IgM-Titer werden meistens ebenfalls tber einen EIA bestimmt. Die

Antikdrper werden dabei Uber anti-p-Antikorper an die feste Phase gebunden. Dann
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werden die gebundenen anti-HBc-Antikdrper Uber markiertes HBCAg sichtbar
gemacht.

Anti-HBc-Tests gehdren zu den in vitro-Diagnostika (IVD). Um in Europa in der
Diagnostik angewendet werden zu dirfen, missen sie der EG-Richtlinie 98/79 (IVD-
Richtlinie) ensprechen und mit einer CE-Kennzeichnung versehen werden. In
Deutschland werden IVDs durch das Paul-Ehrlich-Institut (PEI) geprift. Die
Prifungen umfassen Produktbewertungen im Rahmen des
Konformitatsbewertungsverfahren und Chargenprufungen (PEI 2009).

Zur Prifung der Sensitivitdt von serologischen Tests werden Ublicherweise
Serokonversionspanel verwendet. Dabei handelt es sich um Folgeproben kuirzlich
infizierter Spender. Um die Sensitivitat beurteilen zu kdnnen, sollten die ersten
Proben fir den zu untersuchenden Parameter noch negativ sein und die
Folgeproben sollten in mdglichst kurzen Zeitintervallen entnommen worden sein (PEI
2009). Der sensitivste Test wird als BezugsgroRe verwendet. Die Angabe der
Sensitivitat des gepriften Tests erfolgt dann als ,nicht erkannte Proben /
Serokonversionspanel” bzw. ,nicht erkannte Tage / Serokonversionspanel”.

Im Falle von anti-HBc ist seit 2008 ein Internationaler Standard (NIBSC 95/522) zur
Qualitatskontrolle und Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen Tests eingefuhrt
worden (WHO 2008). So konnte das PEI zur Sicherung von Qualitatsstandards von
IVD im Blutspendewesen im Januar 2010 eine analytische Sensitivitat von < 1,40
Internationalen Einheiten pro ml (IE/ml) als Mindeststandard fir anti-HBc-Tests
fordern. Eine Forderung die der AxXSymCORE der Firma Abbott, der in dieser Arbeit

zum Vergleich eingesetzt wurde, erfllt.

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit und experimentelle An  satze

Ein Ziel dieser Arbeit war es Haufigkeit und evtl. Atiologie des HBsAg positiven, anti-
HBc negativen Profils im Rahmen der Hepatitis B naher zu untersuchen. Um dieser
Frage nachzugehen wurden entsprechende Seren aus drei Quellen, dem Nationalen
Konsilarlabor fur HBV in GieRen und den Serumverwaltungen der virologischen
Diagnostiken des GielRener Uniklinikums und des Centre Hospitalier Universitaire

(CHU) in Bordeaux, Frankreich zusammengetragen und untersucht.
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Es wurde versucht Uber weitere diagnostische Tests (z.B. Genotypisierung und
Sequenzierung), Uber Vorlaufer- oder Folgeseren und Uber zusatzlich erhaltliche
klinische Informationen zu den Patienten Naheres zur Atiologie des fehlenden anti-
HBc herauszufinden.

Der Hauptteil der Arbeit war es einen neuen anti-HBc-Test zu entwickeln. So konnte
gepruft werden, ob eine erh6hte Sensitivitat doch noch zum positiven Nachweis fihrt.
AulRerdem handelt es sich bei den meisten kommerziell erhaltlichen anti-HBc-Tests
um EIAs auf der Basis einer Kompetition des evtl. im Serum vorhandenen anti-HBc
mit dem markierten Test-anti-HBc. Dies konnte den Nachweis wenig avider anti-HBc-
Antikdrper aus dem Serum verhindern. Bereits 1984 wurde ein nicht-kompetitiver
Radioimmunoassay fur anti-HBc beschrieben (Wolff and Gerlich 1984), der viele
Seren aus einer HBV-Hochrisikopopulation positiv testete, die zuvor im
Inhibitionsassay negativ gewesen waren. Damals wurde aus Leber aufgereinigtes
HBc, das durch die endogene Proteinkinase in den Capsiden mit **P markiert worden
war, als Antigen verwendet. Durch die inzwischen zur Verfligung stehenden
Methoden konnten in dieser Arbeit E. coli-exprimierte Capside, die durch in vitro-
Phosphorylierung mittels Proteinkinase C mit *P markiert worden waren (Kann and
Gerlich 1994), als Antigen eingesetzt werden. Dies hat den Vorteil einer deutlich
besseren Verfugbarkeit des bendtigten Antigens. Um unspezifisch-positive
Ergebnisse ausschlieen zu kdnnen, wurde ein Assay verwendet bei dem spater die

Spezifitat durch Inhibition mit unmarkiertem Capsid kontrolliert werden konnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Adenosintriphosphat (ATP)

Agarose (Seakem)

Antioxidanz (NUPAGE)
B-Mercaptoethanol (B-ME)
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

[y %P] ATP

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreit (DTT)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)
Ethanol

Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FKS)
Glycin

Magermilchpulver
2(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)
Methanol

Nonidet P-40 (NP-40)
Phosphatidylserin

Saccharose

Tween-20

Trichloressigsaure (TCA)

Trifluoressigsaure (TFA)

ROCHE Diagnostics, Mannheim
BIOZYM, Oldendorf
INVITROGEN, Carlsbad, CA, USA
ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen
GE-Healthcare, Minchen
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
FLUKA, Taufkirchen
SERVA,Heidelberg
PANSYSTEMS, Aidenbach
ROTH, Karlsruhe

FREMA, Lineburg

ROTH, Karlsruhe

FLUKA, Taufkirchen

FLUKA, Taufkirchen
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen
MERCK, Darmstadt

ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe

Alle Chemikalien, Salze und organischen Lésungsmittel wurden, soweit im Text nicht

anders vermerkt, in der Qualitat “reinst* oder “pro analysi“ von MERCK, Darmstadt

bezogen.
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2.1.2 Losungen und Puffer

DMEM-Medium / 10 % FKS:

Einfriermedium:

ECL-Substratldosung:
(PERKIN-ELMER, Zaventem, Belgien)

Ethidiumbromidbad:

MES-Puffer (20x):

Milchpuffer:

Milchwaschpuffer:

Dulbeccos Modified Essential Medium
(DMEM) High Glucose

(in  Pulverform von GIBCO / BRL,
Karlsruhe)

3,7 g/ NaHCO,

ad 9| dHZO, mit CO, auf pH 7,0 einstellen
ad 10 % (v/v) FKS (vor Gebrauch)

60 % DMEM High Glucose
20 % FKS
20 % DMSO

50 % Enhanced Luminol Reagent
50 % Oxidizing Reagent

2 ug/ml Ethidiumbromid
in 1x Tris Acetat EDTA (TAE)
dunkel bei 4T lagern

97,69 MES
60,09 Tris Base
3¢ EGTA

ad 500 ml dH,O

7549 Magermilchpulver
150 mi PBS

50 ml Milchpuffer

5 ml Tween-20 / PBS
445 mi PBS



NuPAGE-LDS-Probenpuffer (4x): 49 Glyzerin

(INVITROGEN, Carlsbad, CA) 0,682 g Tris Base
0,666 g Tris HCI
0,89 LDS
0,006 g EDTA
0,75 ml 1 % Serva Blue G250-Lsg
0,25 ml 1 % Phenol Rot-Lsg.
ad 10 ml dH,0
PBS: 136 mmM  NaCl
3 mM KCI
9 mM Na,HPO,
2 mM KH,PO,4

mit HCI auf pH 7,4 einstellen

Probenpuffer (6x) fur native Agarose-Gel-Elektropho  rese (NAGE):
50 % (w/v) Saccharose
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

6X TAE
Proteinkinase C-Puffer (10x): 100 mM Natriumphosphatpuffer
(pH 7,0)
100 mM MgCl;
4 mM CacCl,
SSC (10x): 1500 mM NaCl
150 mM Trinatriumcitrat

SyproRed (protein gel stain)
(INVITROGEN, Oregon, USA)

Tris-Acetat-EDTA-Laufpuffer (TAE-Puffer) fur NAGE ( pH 7,8):
40 mM Tris-Acetat pH 7,8
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1mM EDTA

Transferpuffer (10x): 144 g Glycin
(fir Elektroblot) 3049 Tris

150 ml Methanol

ad 11dH,O
Tris-Glycin SDS-Laufpuffer (10x): 29 ¢ Tris Base
(ANAMED, Darmstadt) 144 g Glycin

10 g SDS

ad 11dH,0O
2.1.3 Enzyme
DNase | ROCHE Diagnostics, Mannheim
Proteinkinase C (PKC) CALBIOCHEM, Schwalbach
(Gemisch aus PKC a/f und x aus Rattenhirn)
RNase A ROCHE Diagnostics, Mannheim
S7-Nuklease ROCHE Diagnostics, Mannheim
10 x Trypsin / EDTA GIBCO BRL, Karlsruhe

2.1.4 Molekulargewichtsmarker

C'* Methylated proteins AMERSHAM Biosciences, UK

1 kb DNA Ladder (DNA-Marker) GIBCO BRL, Karlsruhe

MagicMark XP Western Protein Standard INVITROGEN, Carlsbad, CA, USA
Rainbow high Proteinmarker AMERSHAM Biosciences, Freiburg

2.1.5 Antikdrper und Dynabeads
Esel-Anti-Kaninchen-Ak, konjugiert mit Peroxidase (POD) DIANOVA, Hamburg

Esel-Anti-Maus-Ak, POD konjugiert DIANOVA, Hamburg
Kaninchen-Anti-HBV-Core-AK DAKO, Hamburg

mAb 3105 Institute of Immunology, Tokio, Japan
Protein G DYNAL, Hamburg

(konjugiert an magnetische Kiigelchen (beads))



Schaf-Anti-Kaninchen-AK DYNAL, Hamburg
(konjugiert an magnetische Kiigelchen (beads))

Schaf-Anti-Maus-AK DYNAL, Hamburg
(konjugiert an magnetische Kiigelchen (beads))

2.1.6 Seren
N1-N32: 32 HBV-DNA und anti-HBc negative Seren von Blutspendern wurden

freundlicherweise von Dr. C. G. Schattler zur Verfigung gestellt. Die Seren waren mit
dem Microparticle-Enzyme Immune Assay (MEIA, AXSymCORE von Abbott) am
Institut fur Medizinische Virologie, Giel3en auf anti-HBc und in Minipools von 10
Seren auf HBV-DNA (HBV-PCR (Ampliscreen, Roche) in der Blutbank des

Universitatsklinikums GielRen negativ getestet worden.

P1-P3 und P5—-P9: Acht anti-HBc positive Seren aus dem Diagnostischen Labor des
Instituts fur Medizinische Virologie (IMV) in Giel3en wurden freundlicherweise von Dr.

W. R. Willems zur Verfigung gestellt.

P4: Das erste anti-HBc positive Serum aus einem Serokonversionspanel, dass
freundlicherweise von Dr. C. G. Schittler zur Verfiigung gestellt wurde.

F1-F10: Die Seren von diesen Patienten stammen aus der virologischen Diagnostik
am Centre Hospitalier Universitaire (CHU) in Bordeaux, Frankreich und wurden
freundlicherweise von Frau Dr. P. Trimoulet und Herrn Prof. Dr. H. Fleury zur
Verfigung gestellt.

D1-D5: Die Seren von diesen Patienten stammen aus der virologischen Diagnostik
des Universitatsklinikums Giel3en und wurden gesammelt und verwahrt in der
Serumverwaltung des IMV und freundlicherweise von Herrn Dr. W. R. Willems

ausgewahlt und zur Verfiigung gestellt.

K1-K11: Die Seren von diesen Patienten wurden an das IMV gesendet, weil es
Nationales Konsiliarlabor ist. Sie wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. W. H.
Gerlich zur Testung vorgeschlagen.
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2.1.7 rHBc

E. coli exprimierte Capside (Crowther et al. 1994) wurden von Herrn Prof. Dr. P.

Pumpens und Frau Dr. I. Sominskaja am Biomedical Research and Study Centre,

University of Lativa, Riga, Lettland freundlicherweise fur diese Arbeit zur Verfiigung

gestellt.

2.1.8 Zelllinien
Hep.G2.2.15:

eine Hepatoblastomzelllinie, die stabil mit einem HBV-Genom-

Plasmid transfiziert und immortalisiert wurde (Sells et al. 1987).

Durch die sezernierten HBV-Partikel lasst sich bei

Schimpansen eine akute Hepatitis auslosen (Acs et al. 1987).

2.1.9 Verbrauchsmaterialien

Einwegsreaktionsgefalle
(500 pl; 1,5 ml; 2 ml)

EinwegsreaktionsgefalRe (7 ml; 12 ml)
EinwegsreaktionsgefalRe (15 ml; 50 ml)
Glasfaserfilter (GF / C-Filter)
KryogefalRe

Maxischalen

Mikroliterpipetten (2 — 1000 pl)
Parafilm

Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran
Rontgenfilm

Saran-Folie

Szintillationsgefalle

Tris-Glycin-Gele 16 %

Whatman-Paper
(weilBes, dickes, saugfahiges Papier)

Zellkulturschalen (15¢cm)

EPPENDORF, Hamburg

SARSTEDT, Nurnbrecht

FALCON, USA

WHATMAN, UK
FISHER-SCIENTIFIC, Nidderau
FISHER-SCIENTIFIC, Nidderau
EPPENDORF, Hamburg

AMERICAN National Can, Neenah, USA
VWR Inernational, Frankfurt
AMERSHAM BIOSCIENCES, Freiburg
DOW, Michigan, USA

MAGV, Rabenau

ANAMED, Darmstadt

WHATMAN, UK

Greiner Bio One, Solingen
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2.1.10 Gerate

Automatischer Filmentwickler (Curix 60)
Begasungs-Brutschrank (Cytoperm)
Blotmodul fur Elektroblot
Binokularmikroskop
Elektrophoresekammer flir Agarosegele
Elektrophoresekammer fiir SDS-Gele
Gelkamera (CS-1)

Heizblock

Magnetrihrer [MR 3001]
Mikroliterpipetten [Research]
Radioscreen mit Kassetten
Radioscreenloscher
Reinstwasseranlage (lonenaustauscher)
Sterilbank (LaminAir HB 2448)
Stromquelle

Szintillationszahler (1209 Rackbeta)
Tischzentrifuge

Thermodrucker

Typhoon 9200

Ultrazentrifuge (L5-50)
UV-Leuchttisch (TFX-20M)
Vakuumpumpe Divac 2,4L
Vibrax [VXR-basic]
Vortexer [MS2 Minishaker]
Waage [PC 4400]
Zentrifuge (Biofuge)
Zentrifuge (CR 422)

Agfa, Mortsel (Belgien)

HERAEUS, Hanau

INVITROGEN, Karlsruhe

LEITZ, Wetzlar

Werkstatt der JLU, Giel3en
INVITROGEN, Karlsruhe
CYBERTECH, Berlin

Werkstatt der JLU, Giel3en

Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

FUJI BAS-MP, Japan

RAYTEST, Isotopenmel3gerate GmbH
MILLIPORE, Eschborn)

HERAEUS, Hanau

HOEFER scientific instruments, USA
PERKIN-ELMER WALLAC, Freiburg
EPPENDORF, Hamburg
MITSUBISHI, Paderborn

MOLECULAR DYNAMICS, Sunnyvale, CA
Ultraschallgerat (Sonoplus UW 70/ HD 70) BANDELIN, Berlin)

BECKMAN, Miunchen
VILBER-LOURMAT, Torcy, Frankreich
LEYBOLD, England

IKA Werke, Staufen

IKA Werke, Staufen

Mettler-Toledo, GielR3en

HERAEUS, Hanau

JOUAN, Unterhachingen
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2.2 Methoden

2.2.1 Native Agarose-Gel-Elektrophorese (NAGE)

Um zu zeigen, dass das fur die Versuche verwendete HBcAg intakt ist, es sich also
um komplette Capside handelt, wurden Aliquots des Materials in der nativen, nicht-
denaturierenden Agarose-Gel-Elektrophorese (NAGE) aufgetrennt und anschliel3end
die Laufhohe der Capsid-Partikel bestimmt. Dies geschah entweder durch einen
Immunblot (Kapillarblot und dann immunologischer Nachweis) oder bei radioaktiv-
phosphorylierten Capsiden tUber den Nachweis der Banden mit dem Phosphoimager.
Fur die Herstellung des Gels wurden 2 g Agarose in 200 ml TAE-Puffer in der
Mikrowelle solange aufgekocht bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Dann
wurde die verdunstete Flussigkeit durch destilliertes Wasser ersetzt
(Gewichtsdifferenz zwischen vor und nach dem Aufkochen) und nach dem Verrihren
die flissige Agarose in eine Kassette (0,5 x 5 x 8 cm) gegossen. Nach dem Erkalten
und damit dem Erharten der Agarose wurde der Kamm fir die Aussparung der
Geltaschen gezogen und das Gel in die mit TAE-Laufpuffer gefillte Gelkammer
gelegt. Die Proben wurden im Verhaltnis 1 zu 6 mit 6x Agarose-Probenpuffer
gemischt. Durch die hohe Dichte sanken die Proben dann von der Pipette in die
vorbereiteten Geltaschen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 10
V/cm Gellange durchgefuhrt und nach ca. einer Stunde beendet.

Fur den Nachweis von radioaktivem Capsid wurde das Gel zum Trocken Uber Nacht
zwischen Whatman-Paper in einen Stapel aus Papierhandtichern gelegt, am
nachsten Tag zur Vermeidung von Kontaminationen in durchsichtige Haushalts
(Saran)-Folie eingeschlagen und dann auf einen Radioscreen aufgelegt (Nachweis
mit dem Phosphoimager siehe Kapitel 2.2.4.2).

Bei nichtradioaktiv markierten Capsiden wurden die Proteine aus dem Agarose-Gel
durch einen Kapillarblot (siehe Kapitel 2.2.1.2) auf eine PVDF-Membran tberfihrt
und dann auf der Membran immunologisch nachgewiesen.

Als Marker zur Bestimmung der Laufhéhe wurde bei den radioaktiven Capsiden ein
DNA-Marker, der durch eine Ethidiumbromidfarbung sichtbar gemacht wurde, beim
Immunblot ein spezieller 1gG-bindender Marker (MagicMark XP Western Protein

Standard) verwendet.
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2.2.1.1 Ethidiumbromidfarbung

Zum Nachweis von Nukleinsduren (z.B. DNA-Marker) im Agarose-Gel wurde eine
Ethidiumbromidfarbung durchgefiihrt. Dazu wurde das Gel 20 min im Dunkeln bei
4 in ein Ethidiumbromidbad (2 pg/ml Ethidiumbromid in 1x TAE) gelegt. Auf einem
Leuchttisch wurde das gefarbte Gel dann mit UV-Licht einer Wellenlange von 260 nm
angeregt. Das in die Nukleinsduren interkalierte Ethidiumbromid fluoreszierte rot. Die
derartig sichtbar gemachten Banden wurden mit der am Leuchttisch installierten

Gelkamera fotografiert und anschlie3end ausgedruckt.

2.2.1.2 Kapillarblot nach Southern

Im Kapillarblot nach Southern (Southern 1975) wurden die Proteine aus dem
Agarose-Gel zum immunologischen Nachweis auf eine Polyvinylendifluorid(PVDF)-
Membran Ubertragen. Dazu wurde die PVDF-Membran zunachst 5 min in Methanol,
dann 2 min in destilliertem Wasser und schlielich 2 min in 10x SSC bei RT
geschwenkt. Das Gel wurde unter die Membran auf Whatman-Paper (stabiles,
saugfahiges Papier) gelegt. Die Enden des Whatman-Paper wurden in eine Wanne
mit 10x SSC gehéngt. Das Ganze wurde bis auf ein Fenster in der GroRe von Gel
und Membran mit Saran-Folie bedeckt um die Verdunstung von SSC zu verhindern
und um einen senkrechten Sog vom Gel zur Membran zu gewahrleisten. Der Sog
wurde durch 20 cm obenauf gelegte Papierhandtticher, die sich im Laufe der Nacht

(mindestens aber Uber 6 h) langsam mit SSC voll saugten, aufgebaut.

2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden die Proteine, anders als bei der NAGE, nicht
undenaturiert aufgetrennt. Durch das SDS und das zugefigte DTT wird die
Proteinstruktur (hydrophobe Interaktionen und Disulfidbriicken) zerstért und die
Aminosaureketten weitgehend nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt. Im Falle
der Capside bedeutet das einen Zerfall in Capsidmonomere und damit eine Laufh6he
von ca. 21,5 kDa.

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich 16 %ige Tris-Glycin-Gele mit 1 mm Dicke,
einer Grof3e von 8 x 8 cm und 15 Geltaschen von der Firma ANAMED verwendet.
Die Proben wurden vor dem Auftragen mit Probenpuffer und DTT versetzt und fir 10
min bei 96C erhitzt. Die Elektrophoresekammer wurd e mit Tris-Glycin-Laufpuffer

gefullt, die Geltaschen wurden gespult und anschlieRend mit den Proben beflllt. Die
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Elektrophorese fand bei 150 V statt und dauerte ca. 2 Stunden. Dann wurde das Gel
aus der Gelkassette entnommen und entweder geféarbt, geblottet (Elektroblot) oder

getrocknet.

2.2.2.1 Proteinnachweis mit SyproRed

Eine Mdglichkeit Proteine im SDS-Polyacrylamid-Gel (PAG) sichtbar zu machen, war
eine Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff SyproRed. Dazu wurde das Gel
mindestens 1 h (auch Uber Nacht bei dann entsprechend langerer Entfarbung) bei
Dunkelheit in 100 ml 7,5 %iger Essigsdure mit 20 ul SyproRed-Ldsung geschwenkt,
danach zum Entfarben eine Viertelstunde bei Dunkelheit in 7,5 %iger Essigsaure und
dann 5 min in Reinstwasser inkubiert. Die gefarbten Proteine wurden am Typhoon

9200, angeregt mit einer Wellenldnge von 532 nm, sichtbar gemacht.

2.2.2.2 Elektroblot

Im Elektroblot wurden die Proteine aus dem SDS-PAG zum immunologischen
Nachweis auf eine PVDF-Membran ubertragen.

Dazu wurde eine 8 x 8,5 cm grofRe PVDF-Membran zunachst 2 min in Methanol,
dann 2 min in destilliertem Wasser und schlief3lich 10 min in 1x Transferpuffer mit 15
% Methanol bei RT geschwenkt. Die Membran und das Gel wurden nun zwischen
Whatman-Papier in das Blotmodul gelegt. Das Blotmodul wurde mit dem
Transferpuffer-Methanol-Gemisch beflllt. Die angelegte Spannung betrug 25 V bei 2
h Blotzeit und 15 V fur 12 h.

2.2.2.3 Trocknen von SDS-PAGE-Gelen

Fir den Nachweis von radioaktivem Core-Protein wurde das Gel auf einen
Radioscreen aufgelegt (Nachweis mit dem Radioscreen s. Kapitel 2.2.4.2) und je
nach enthaltener Aktivitat wurde dieser Stunden bis Tage exponiert.

Um einen gleichmalRigen Wasserverlust und damit das Verziehen und das Einreissen
des Gels wahrend der langen Exposition und um Kontaminationen zu vermeiden,
musste das Gel getrocknet werden. Dazu wurde das Gel auf angefeuchtetem
Whatman-Papier und mit Saran-Folie bedeckt auf einen Heiztisch gelegt und mit
einer Gummimatte abgedeckt. Dann wurde ein Sog nach unten lber eine an den
Heiztisch angeschlossene Vakuumpumpe erzeugt. Nach ca. 2 Stunden war alles

Wasser abgesaugt und das getrocknete Gel konnte entnommen werden.
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2.2.3 Immunologischer HBcAg-Nachweis (Western Blot)

Zum immunologischen HBcAg-Nachweis wurden die Proben durch einen Kapillar-
bzw. Elektroblot auf eine PVDF-Membran transferiert (siehe Kapitel 2.2.1.2 und
2.2.2.2). Diese Membran wurde dann zunéchst 1 h bei RT in Milchpuffer geschwenkt
und damit abgesattigt. Danach erfolgte die Inkubation mit dem gegen HBCAg
gerichteten ersten Antikorper bei RT. Dazu wurde die Membran mit 15 ml Milchpuffer
und dem Antikérper ohne Blasen in Kunststofffolie eingeschweit und 3 h
geschwenkt. Nach Entfernen der Folie wurde die Membran dreimal far 10 min in
Milchwaschpuffer geschwenkt um nichtgebundene, Uberschissige Antikorper zu
entfernen. AnschlieBend wurde die Membran mit 15 ml Milchpuffer und mit dem
gegen den ersten Antikorper gerichteten zweiten Antikdrper erneut eingeschweil3t
und 1 h bei RT inkubiert. Dann erfolgte erneut ein Waschschritt um nichtgebundene,
Uberschussige Antikoérper zu entfernen. Wie zuvor wurde die Membran 3 x 10 min mit
Milchwaschpuffer und dann zusatzlich 15 min in PBS geschwenkt. Danach wurde die
Membran zum dritten Mal eingeschweif3t, diesmal mit 10 ml direkt davor hergestellter
ECL-Substratlosung, und 45 s von der einen und 45 s von der anderen Seite kréftig
gerieben. AnschlieBend wurde die Kunststofffolie aufgeschnitten und die tbrige ECL-
Substratlésung sorgféltig entfernt.

Der fertige Blot wurde nun auf einen Rontgenfilm aufgelegt und je nach Starke des
Chemielumineszenzsignals 5 Sekunden bis 30 Minuten belassen. Nach dem
Entwickeln des Rontgenfilms waren Banden an den Stellen geschwarzt, an denen

der POD-Antikérper an die Membran gebunden hatte.

2.2.3.1 Mit Kaninchen-anti-HBc

Als erster Antikdrper im immunologischen HBcAg-Nachweis wurde zum einen der
polyklonale anti-HBV-Core-AK aus Kaninchen in einer Verdinnung von 1 zu 5.000
eingesetzt, dazu passend dann als zweiter Antikorper ein POD konjugierter Esel-
Anti-Kaninchen-Ak ebenfalls in einer Verdiinnung von 1 zu 5.000.

2.2.3.2 Mit dem mAb3105

Die Alternative zum Kaninchen-anti-HBc war der mAb3105 aus der Maus. Dieser
wurde als erster Antikérper im immunologischen HBcAg-Nachweis in einer
Verdinnung von 1 zu 1.000 eingesetzt. Als zweiter Antikérper diente dann ein POD

konjugierter Esel-Anti-Maus-Ak in einer Verdinnung von 1 zu 5.000.
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2.2.4 Radioaktive Markierung von in  E. coli-exprimierten Capsiden

Zum sensitiven Nachweis einer Antigen-Antikdrper-Bindung zwischen E. coli-
exprimierten Capsiden (rHBc) und anti-HBc wurden die Capside radioaktiv markiert.
Dies geschah durch eine in vitro-Phosphorylierung durch eine zugegebene
Proteinkinase C mit [y *P] ATP (Kann and Gerlich 1994). Dabei werden Serinreste
im carboxyterminalen Bereich der Capside phosphoryliert. Die Zugabe der PKC war
notwendig, weil es sich bei den verwendeten Capsiden um E. coli-exprimierte
Capside handelte und E. coli keine Proteinkinase exprimiert.

Ziel der radioaktiven in vitro-Phosphorylierung in dieser Arbeit war es maoglichst
radioaktive (d.h. hohe spezifische Aktivitat) und damit gut detektierbare Capside zu
bekommen.

Fur die in vitro-Phosphorylierung mussten zunachst die Capside fur die PKC
zuganglich gemacht werden. Dies geschah durch reversible Offnung der
Capsidstruktur, indem man 5 pl einer zuvor bei -20°C gelagerten Capsidlosung (50 %
Glycin / 1x PBS-Gemisch mit Capsid in einer Konzentration von 3,25 pg/ul, also
insgesamt ca. 15 pg Capsid) 15 min bei 42T in 40 ul Reinstwasser inkubierte. Die
Inkubation fand also in einem hypoosmotischen Milieu statt.

Danach wurden 1 ul PKC (47,6 U/ml), 10x PKC-Puffer (ad 1x), 2 pl Phosphatidylserin
(10 ng/pl) und 5 pl [y**P] ATP (50 pCi) hinzugegeben. AnschlieRend wurde das
Gemisch bei 37T inkubiert. Nach 10 min wurde noch 1 pl nichtradioaktives ATP (10
mM)  hinzugegeben um  weitere 10 min bei 37T verbleibende
Phosphorylierungsstellen zu phosphorylieren.

Die Reassemblierung der Partikelstruktur wurde durch Erhohen der
Salzkonzentration mit 10x PBS (ad 1x) Uber Nacht bei 4C erreicht. Die Lagerung der
radioaktiven phosphorylierten Capside erfolgte nach Zugabe von BSA bei -20C.

2.2.4.1 Bestimmung der Einbaurate und der spezifisc  hen Aktivitat

Um zu bestimmen wie viel radioaktives Phosphat in die Capside eingebaut worden
war, wurden jeweils 2 pl markierte Capside in einer 1 zu 20 Verdinnung auf 6 Stiicke
Glasfaserfilter aufgetragen. Nachdem die Proben eingetrocknet waren, wurden 3
Stucke zweimal 10 min in 10 %iger TCA-L6sung und anschlie3end zweimal 5 min 5
%iger TCA-LOsung bei RT geschwenkt um nicht an Capsid gebundenes, freies ATP

zu entfernen.



Die Stiicke wurden dann flach auf den Boden der Szintillationsgeféaf3e gelegt und mit
2 ml Szintillationsflussigkeit bedeckt. Das Auszahlen der Szintillationen, der sog.
counts, die den radioaktiven Zerféllen unter Aussendung von 3-Strahlen entsprechen
erfolgte in einem Szintillationszahler.

Das Verhaltnis der Anzahl der Zerfélle pro Minute (Einheit: counts pro min = cpm)
von ungereinigtem zu mit TCA gereinigtem Glasfaserfilter entspricht dem Anteil des
32p  der tatsachlich in die Capside eingebaut wurde und deshalb bei der Behandlung
mit TCA nicht weggespult wurde, der sog. Einbaurate. Da die Menge des
aufgetragenen Capsids bekannt war, liel3 sich auch die spezifische Aktivitat (Zerfalle

pro Zeit und Menge (in Nanogramm) = cpm/ng) berechnen.

2.2.4.2 Nachweis radioaktiver Banden im Gel und Aus  wertung

Zum Nachweis der radioaktiven Banden wurde das entsprechende getrocknete
Agarose-Gel bzw. SDS-PAG mit einem geldschten Radioscreen in eine Kassette
unter eine Bleiplatte (zum Abschirmen naturlicher Strahlung) gelegt und je nach
Aktivitat des Gels Stunden bzw. Tage belassen.

Anschlieend wurde der Screen mit dem Phosphoimager (Typhoon 9200)
ausgelesen und mit den Programmen ,ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics) und
~Excel“ (Microsoft) ausgewertet. Dabei wurden die Banden und gleichgroR3e Felder
als Hintergrund mit ImageQuant eingekastelt und dann die Signalstarke im jeweiligen
Kastchen bestimmt. Mit Excel wurde ein durchschnittlicher Hintergrund berechnet
und von der Bandenintensitat abgezogen.

2.2.5 Anti-HBc-Test durch Immunprazipitation (IP) v on radioaktiv markiertem
Capsid

Zum moglichst sensitiven Nachweis von anti-HBc im Serum wurde ein anti-HBc-Test
durch Immunprazipitation von radioaktiv markiertem Capsid entwickelt.

Dafur wurden 50 pl Serum und 50 pl PBS in einem Einwegreaktionsgefal3 tiber Nacht
bei 4C auf dem Schittler mit 10 pl mit Protein G-b emantelten biomagnetischen
Klgelchen (beads) inkubiert, um die im Serum enthaltenen Antikérper Uber ihren Fc-
Teil zu binden. AnschlieRend wurden die beads gewaschen, indem beim
Abpipettieren des Uberstands die beads durch magnetische Anziehung an der Wand
des Reaktionsgefales verblieben und die beads mit Waschfliissigkeit resuspendiert

wurden. Gewaschen wurde zweimal mit 200 pl PBS / 0,1 % (v/v) NP-40 und einmal
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mit 200 ul PBS. Dazwischen wurde einmal das Reaktionsgefal3 gewechselt. Zu den
erneut mit 200 pl PBS resuspendierten beads wurden 100 ng radioaktiv-markierte
(**P) Capside mit einer spezifischen Aktivitdt von mindestens 50 cpm/ng gegeben.
Es folgte eine zweite Inkubation Uber Nacht bei 4C auf dem Schiittler. Danach
wurden die beads dreimal mit 200 pl PBS / 0,1 % (v/v) NP-40 und einmal mit 200 pl
PBS gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurden zweimal die
ReaktionsgefalRe gewechselt, um alles Capsid, das nicht durch die Antikérper an die
beads gebunden war, zu entfernen. Die beads wurden in 10 ul PBS resuspendiert,
mit Probenpuffer und DTT versetzt, fur 10 min bei 96T erhitzt und damit das
radioaktive Capsid in der Probe von den beads gel6dst. Die Auftrennung erfolgte
durch SDS-PAGE. Die radioaktiven Banden im getrockneten Gel wurden durch
Phosphoimaging nachgewiesen und mit ImageQuant und Excel quantifiziert (siehe
oben).

Analog zur Immunprazipitation von radioaktiv-markiertem Capsid mit an Protein G-
beads gebundenem anti-HBc aus humanem Serum erfolgte auch die
Immunpréazipitation mit Schaf-Anti-Kaninchen-AK bemantelten beads und Kaninchen-
Anti-HBV-Core-AK bzw. Schaf-Anti-Maus-AK bemantelten beads und mAb3105.

2.2.5.1 Kompetition mit nicht-markiertem Capsid

Um die Spezifitat der Bindung der radioaktiv-markierten Capside zu Uberprifen
wurden Kompetitionen mit nicht-markiertem Capsid im Uberschuss durchgefiihrt.
Dazu wurde nach der ersten Inkubation mit dem Binden der Antikdrper an die beads
ein zusatzlicher 12 stiindiger Inkubationsschritt mit 1,5 pg nicht-markiertem Capsid
bei 4C auf dem Schuttler zwischengeschaltet, um die gebundenen anti-HBc-

Antikdrper abzusattigen.

2.2.6 Mikropartikel-Enzym-Immunoassay (MEIA)

Zur Evaluation der Sensitivitat des oben beschriebenen Anti-HBc-Tests mittels
Immunpréazipitation radioaktiv markierter Capside wurde ein kommerziell erhaltlicher
Anti-HBc-Test, der AxXSymCORE der Firma Abbott, verwendet. Es handelte sich
dabei um einen Mikropartikel-Enzym-Immunoassay (MEIA), der nach Befillen des
Analyse-Automaten mit der entsprechenden Reaktionsflissigkeit, die im Kit
mitgelieferten Positiv- und Negativkontrollen zur Eichung und anschlielRend

automatisch die Serumproben testet.
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Der Aufbau des Testes besteht aus folgenden Schritten: Zunachst wurden die im
Serum enthaltenen anti-HBc-Antikérper an mit HBCAg beschichtete Latex-
Mikropartikel gebunden. Die verbleibenden freien Bindungsstellen wurden mit Anti-
HBc-Alkalische-Phosphatase-Konjugaten abgesattigt. Die gebundenen Konjugate
wurden dann durch die Bildung des fluoreszierenden Methylumbelliferon aus
zugegebenem Methylumbelliferyl-Phosphat durch die Alkalische Phosphatase
nachgewiesen.

Bei diesem Verfahren kommt es zu einer Kompetition der im Serum enthaltenen
Antikdrper und der Test-Antikdrper und damit evtl. zu einem Verlust weniger avider

Antikoérper aus dem Serum und zu falsch negativen Ergebnissen.

2.2.7 Herstellung von eHBc und iHBc

Um extra- und intrazellulare Capside aus eukaryonter Zellkultur herzustellen wurden
Hep.G2.2.15 Zellen in Kultur genommen, vermehrt und die Capside aus den Zellen

(iHBc) bzw. aus dem Zelliberstand (eHBc) aufgereinigt.

2.2.7.1 Eukaryonte Zellkultur (Hep.G2.2.15)

Die Hep.G2.2.15 Zellen wurden in Flussigstickstoff bei -175T gelagert. Um sie in
Kultur zu nehmen, wurden sie in vorgewdrmtem Medium aufgetaut und das
Einfriermedium mittels Zentrifugieren (5 min bei 800 g) entfernt. Sie wurden in
DMEM-Medium / 10 % FKS auf 15 cm Maxischalen bei 37C, einem
Kohlendioxidgehalt von 5 % und 90 % relativer Luftfeuchte im Brutschrank
angezogen. Das Medium musste ca. alle zwei Tage gewechselt werden. Wenn der
Boden der Maxischale zu 90 % mit einer konfluierenden einschichtigen Zellschicht
bedeckt war, wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen, durch Inkubation mit 1x Trypsin-EDTA / PBS-Ldsung bei
37 fur 5 Minuten gelockert und anschlieend in DM EM-Medium / 10 % FKS

resuspendiert und auf zwei neue Maxischalen verteilt.

2.2.7.2 Isolierung von HBV-Core-Partikeln aus HepG2 .2.15 Zellen

Hep.G2.2.15 Zellen wurden wie oben beschrieben herangezogen und dann fur 4 - 5
Tage in DMEM-Medium / 1 % FKS zur Virusproduktion im Brutschrank belassen. Der
Uberstand wurde abgezogen (Weiterverarbeitung siehe Kapitel 2.2.7.3) und die

Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit 1 ml PBS und einem Gummischaber von der

a7



Platte abgel6st, in 1,5 ml Reaktionsgefal3e tUberfuhrt, zentrifugiert (5 min bei 200 g
und 4C) und das Zellpellet in 1 ml PBS / 0,1 % NP- 40 resuspendiert.

Die Zellen wurden dann auf Eis mit Ultraschall (sechsmal 15 s bei 70 % der
maximalen Leistung) lysiert. Die Degradation der zellularen Nukleinsduren erfolgte
durch die Zugabe von 20 U/ml DNase I, 20 uyg/ml RNase A und 15 mM MgCl, und die
Inkubation fir 15 min bei 37C. Unldsliche zellulare Bestandteile wurden durch
Zentrifugieren (20 min bei 10.000 g und 4<) pelletiert. Der Uberstand (mit PBS / 10
% NP-40 auf eine Konzentration von 0,75 % NP-40 eingestellt) wurde in einem
neuen Gefald weiterverarbeitet. Nukleinsaurereste wurden mit 20 U/ml S7-Nuklease
bei 37T abgebaut (ad 5 mM CaCl , zum Starten und 15 mM EDTA zum Stoppen der
Reaktion nach 20 min). Die weitere Aufreinigung erfolgte durch Zentrifugieren fur 10
min bei 4C und 18.000 g und folgender Ultrazentrif ugation des Uberstandes durch
ein 1 ml 25 % (w/v) Saccharose-Kissen in 0,75 % (v/v) NP-40 / PBS fir 2 h bei
50.000 rpm und 10°C. Das Pellet wurde in 600 pl PB S resuspendiert und nochmal
fr 5 min bei 4C und 18.000 g zentrifugiert. Dieser letzte Uberstand, die
aufgereinigten iHBc, wurden ad 2 mM DTT bei -70C g elagert.

2.2.7.3 Isolierung von HBV-Core-Partikeln aus Zellk  ulturiberstand

Der Uberstand von Hep.G2.2.15 Zellen wurde nach 4 - 5 Tagen auf DMEM / 1 %FKS
in 50 ml Reaktionsgefalie pipettiert und zentrifugiert (10 min bei 4500 rpm und 4°C).
Der Uberstand wurde dann durch ein 3 ml 25 % (w/v) Sucrose / 0,75 % (v/v) NP-40 /
PBS-Kissen ultrazentrifugiert (bei 28.000 rpm und 10°C fir 22 h) und das Pellet in 1
ml PBS / 0,75 % NP-40 resuspendiert. Die Capside wurden anschliel3end durch eine
einstindige Inkubation bei 37C von den viralen Hullproteinen gelést und durch
erneute Ultrazentrifugation (durch ein 1 ml 25 % Sucrose (w/v) / 0,75 % NP-40 (v/v)-
Kissen fur 2 h bei 50.000 rpm) von diesen getrennt. Das Pellet wurde in 500 pl PBS
resuspendiert und ein letztes Mal zentrifugiert (5 min bei 12.500 g und 4<T). Dieser
letzte Uberstand, die aufgereinigten eHBc wurden bei -70C gelagert. Wie von
anderen gezeigt fuhrt dieses Protokoll bei Verwendung von Viren aus Zellkultur zur

Abtrennung der Hullproteine (Kaplan et al. 1973).
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3. Ergebnisse

3.1 Radioaktive Markierung von Capsiden fur die Imm  unpréazipitation

Fur den in Kapitel 2 beschriebenen Anti-HBc-Test durch Immunprazipitation (IP)
wurden radioaktive Capside (HBcAg) bendétigt. Aufgrund der nétigen Mengen und
Reinheit ist es dabei schwierig Capside aus Serum oder eukaryonter Zellkultur (z.B.
HepG2.2.15) zu verwenden. Es wurden daher in E. coli exprimierte Capside
verwendet.

A 10ng 5ng 156pg

Abbildung 11: Darstellung von Capsiden im Western Blot

(Agarose-Gel, Kapillarblot, 1. Antikérper: anti-HBc vom Kaninchen (DAKO, Hamburg),
2. Antik6rper: POD-Anti-Rabbit)

A: E. coli generierte Capside
B: intrazellulare Capside aus Hep G2.2.15-Zellen aufgereinigt
C: extrazellulare Capside aus Hep G2.2.15-Zelliberstand aufgereinigt

Wie man in der Abbildung 11 sieht, erkennt der polyklonale anti-HBc-Antikorper vom
Kaninchen sowohl die in HepG2.2.15 als auch die in E. coli generierten Capside.
Wahrend die Capside aus der Hep G2.2.15 Zelle nur monomer sind, enthalt die
Praparation aus E. coli auch Oligomere. Die Partikel werden durch RNA-Molekiile
zusammengehalten, die innerhalb mehrerer Capside verpackt sind (Rabe et al.
2009).

3.1.1 Einbaurate und spezifische Aktivitat

Die radioaktive Phosphorylierung dieser E. coli generierten Capside wurde in vitro
unter Zugabe von Proteinkinase C und **P markiertem ATP durchgefiihrt (Kann and
Gerlich 1994). Dabei werden die Capside durch hypotonen Puffer geoffnet, sodass
die exogen zugefugte Proteinkinase C Zugang zu den sonst im Inneren liegenden
Phosphorylierungsstellen bekommt. Nach einer Reassemblierungsphase Uber Nacht
bei 4C wurden die Einbaurate und die spezifische A ktivitat bestimmt (siehe 2.2.4.2).
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Markierte Capside wurden fur den Anti-HBc-Test nur dann verwendet, wenn die
Einbaurate bei mindestens einem Prozent *P lag, d.h. der Anteil des tats&chlich
eingebauten am insgesamt eingesetzten *’P betrug 1 %. Dies war auRer in seltenen
Ausnahmen bei Verwendung des unter 2.2.4.1 beschriebenen Protokolls der Fall.
Die spezifische Aktivitat lag dann bei ca. 400 cpm/ng und das Capsid wurde solange
verwendet bis die spezifische Aktivitdt auf 50 cpm/ng abgeklungen war, also ca. 3
Halbwertszeiten lang.

3.1.2 Darstellung der radioaktiven Capside

Zur Verifizierung der radioaktiven Markierung der Capside erfolgte eine Darstellung
der radioaktiven Untereinheiten in der SDS-PAGE und - um die Reassemblierung der
Untereinheiten zu Uberprifen - erfolgte weiterhin der Nachweis der reassemblierten

radioaktiven Capside im Agarose-Gel unter nativen Bedingungen.

97
86 : 66
46
43 w
4,072 bp
3,054 bp - 30
2,036 bp
1,636 bp 21 .
1,018 bp - 143
A B C D

Abbildung 12: Nachweis von radioaktiv. markierten Capsiden bzw. Capsiduntereinheiten

Phosphoimager Scan
A: Capsid im Agarose-Gel mit B: DNA-Marker (Ethidiumbromid unter UV-Licht)
C: Capsiduntereinheiten im SDS-PAGE mit D: C14-Marker (jeweils Angabe in kDa)

Im Phosphoimager Scan des SDS-PAGE sah man in der Hohe von 21,5 kDa die
Monomer-Bande und falls die Bedingungen nicht vollstéandig denaturierend waren bei
43 kDa die Dimer-Bande, bei 86 kDa die Bande héherer Assemblierungsformen.

Wenn eine Reassemblierung stattgefunden hatte, erkannte man im Agarose-Gel die

typische Leiterstruktur, die man durch die unterschiedlichen Laufhéhen von
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einzelnen bzw. zusammengelagerten Capsiden erhalt (zwei Capside oder mehr, die

durch RNA zusammengehalten werden).

3.2 Nachweis von anti-HBc-Antikdrpern mit einemrad  ioaktiven Assay

Nach dem radioaktiven Markieren von Capsiden konnte der Nachweis von anti-HBc-
Antikdrpern durch Immunpréazipitation (IP), wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben,
durchgefuhrt werden.

Wie man in Abbildung 13 sieht, blieb das Uber die polyklonalen Antikdrper aus
humanem Serum (Spur 2) oder Kaninchen-Serum (Spur 3), bzw. Uber den
monoklonalen Antikdrper mAb 3105 (Spur 4) gebundene Capsid beim Waschen an
den entsprechenden biomagnetischen Kugelchen, ,Dynabeads”. Es lie3 sich nach
Denaturierung mit SDS via Radioscreen in der typischen Hohe (21,5 kDa) im SDS-
PAG nachweisen.

Wurde in der ersten Inkubation statt Serum nur PBS hinzugefiigt, erschien keine
Bande (Spur 1).

21,5 kDa -_— — -

Abbildung 13: Anti-HBc-Nachweis durch Immunprazipitation

1: Protein G-Dynabeads (binden humanes IgG) + PBS + radioaktiv markiertes Capsid
2: Protein G-Dynabeads + humanes anti-HBc-positives Serum (T1) + radioaktiv markiertes Capsid
3: Schaf-Anti-Maus-AK-Dynabeads (binden Mausantikérper) + mAb 3105 (monoklonaler Ak von der
Maus)+ radioaktiv markiertes Capsid
4: Schaf-Anti-Kaninchen-AK-Dynabeads (binden Kaninchenantikdrper)
+ Kaninchen-Anti-HBV-Core-AK + radioaktiv markiertes Capsid

Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG

3.2.1 Angabe des Testergebnisses

Da bei einer Angabe des Testergebnisses in ,volume® (Intensitdt des Signals
ausgemessen im Programm ImageQuant (Molecular Dynamics)) zur Vergleichbarkeit
der Werte eine immer genau gleiche spezifische Aktivitdt des eingesetzten Capsids
erforderlich ware, was quasi unmdglich ist (schwankende Phosphorylierungsrate und
Abklingen der Radioaktivitat), wurde entschieden bei jedem Test einen ,Standard®
mitzutesten. Dieser wurde als 100 Prozent gesetzt und das Ergebnis des zu

testenden Serums wurde als Prozent dieses Standards angegeben.
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P1, ein hochpositives Serum von dem auch grof3e Mengen vorratig waren, wurde fur
die Versuche dieser Arbeit als Standard ausgewahlt.

Wertet man Abbildung 14 aus, wird Bande 2, P1 als Standard, gleich 100 % gesetzt.
Das reine Capsid (Bande 1) hatte dann einen Wert von 119 %, die Spur ohne Serum

nur mit beads und Capsid ein Ergebnis von 0,5 %.

4,010’

3,5*107

3,0%10’
1 2 3
2,5%107

w117
25 M- -

kDa 1,5%10°

1,0%10"

0,5*10’

0

Abbildung 14: P1 als Standard

1: Capsid =119 %
2: Protein G-Dynabeads (10 pl) + P1 (50 ul) + Capsid =100 %
3: Protein G-Dynabeads (10 pul) + Capsid (kein Serum, nur PBS) =0,5 %

Anti-HBc-Nachweis durch IP mit Protein G-Dynabeads + radioaktiv markiertem Capsid:
- Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG
- Auswertung berechnet mit ImageQuant (Molecular Dynamics) und Excel (Microsoft).

3.2.2 Optitimierung der Testbedingungen

Zunachst wurden die Testbedingungen optimiert und festgelegt.

3.2.2.1 Menge der eingesetzten biomagnetischen bead s

Es wurde eine moglichlichst geringe Menge Dynabeads gewdahlt, um die
unspezifische Bindung von Capsiden an die bead Oberflache zu minimieren.
Allerdings waren mindestens 10 pl beads erforderlich, um die Waschschritte exakt
genug durchfihren zu kdnnen.

10 ul beads sind nach Herstellerangaben in der Lage 2,5 — 3 ug humanes IgG zu

binden.
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3.2.2.2 Eingesetztes Serumvolumen

Es ergab sich ein Zusammenhang zwischen Hohe des Testergebnisses und
eingesetzter Serummenge. Ein Kompromiss zwischen optimalem Nachweis auch
kleinster anti-HBc-Mengen und dem Verbrauch seltener trotz HBV-Infektion anti-HBc
negativer Seren war notwendig. Da sich bei 10 pl beads und 12 h Inkubationzeit nur
noch eine geringe Zunahme zwischen 25 pl und 100 pl Serum zeigte, wurde ein
Volumen von 50 pl fur alle folgenden Tests festgelegt.

Abbildung 15:Unterschiedliches Serumvolumen

215 kDa - 1:1,25pul 2:6,25ul 3:25pul 4: 100 pl

’ - Anti-HBc-Nachweis durch IP mit Protein G-

Dynabeads + radioaktiv markiertem Capsid,
1 2 3 a Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG
on
30110 x — Achse: unterschiedliche
2 54107 Serummengen (in pl)
2.0410" 1 y — Achse: Menge an préazipitiertem
: Capsid

1,5%10" 1

Auswertung berechnet mit
1,0%10° ImageQuant (Molecular Dynamics)
und Excel (Microsoft)

0,5*10" 1

0 20 40 60 80 100 120

3.2.2.3 Zeitdauer der Inkubation

In der technischen Information zu den biomagnetischen beads wird eine
Inkubationsdauer von 30 min empfohlen. Zur Uberpriufung, ob durch die
Verlangerung des ersten Inkubationschrittes die Antikbrperbindung an das Protein G
noch gesteigert werden kann, wurden unterschiedliche Inkubationslangen (30min.
1h, 4h und 12h (Uber Nacht)) gewahlt und dann die Reaktion durch Waschen
gestoppt.

Da die Inkubation Uber Nacht das héchste Ergebnis — nahe der Sattigung - erzielte,

wurden die Inkubationen immer Gber Nacht durchgefihrt.
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10*10°

8+10°

6*10°

4*10°

2%10°

Abbildung 16: Vergleich unt erschiedlicher Inkubationszeiten

x — Achse: unterschiedliche Inkubationszeiten (30 min/ 1 h /4 h bzw. 12 h (Uber Nacht))
y — Achse: Menge an prazipitiertem Capsid

Anti-HBc-Nachweis durch IP mit Protein G-Dynabeads + radioaktiv markiertem Capsid,
Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG, Auswertung berechnet mit ImageQuant
und Fxcel

3.2.3 Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu beurteilen wurde sowohl die
Reproduzierbarkeit der Immunprazipitation als auch die Reproduzierbarkeit der 3P -

Quantifikation mit ImageQuant und Excel getestet.

3.2.3.1 Reproduzierbarkeit der Immunprézipitation

Aliquots von P1 unverdinnt und einer 1:2.700 Verdinnung wurden mehrfach
getestet und die Ergebnisse wurden verglichen.

Die entstehende Abweichung der Messwerte beruhte auf dem Pipettierfehler und
dem Auswertungsfehler - d.h. der Bestimmung der Radioaktivitat auf dem Screen —
und entsprach damit einer Normalverteilung. Deshalb konnten Mittelwert,
Standardabweichung und das 95 % Konfidenzintervall berechnet werden.

Der Mittelwert der unverdinnten Proben wurde definitionsgemaf auf 100 % gesetzt,
es kam zu einer Abweichung von bis zu 37 %. Der Mittelwert der verdiinnten Proben
lag bei 68,6 %, d.h. ca. 31 % unter dem Mittelwert der unverdiinnten Proben (grauer
Balken in Abbildung 17). Hierbei kam es zu einer Abweichung von bis zu 11 %. Die
Standardabweichung lag bei 18,4 % fir das unverdinnte Serum bzw. bei 13,4 % flr
die 1:2700 Verdinnung.



Entsprechend lag das 95 % Konfidenzintervall zwischen 63,2 % und 136,8 % flr das

unverdinnte Serum und zwischen 46,6 % und 90,6 % fiur die 1:2700 Verdinnung.

T 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 1 2 2 2
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Abbildung 17: Schwankung der Ergebnisse im anti  -HBc-Test um den jeweiligen
Mittelwert

1: P1 unverdinnt
2: P11:2.700
grauer Balken: Differenz zum Mittelwert der unverdiinnten Proben

Anti-HBc-Nachweis durch IP mit Protein G-Dynabeads + radioaktiv markiertem Capsid,
Phosphimager Scan von getrocknetem SDS-PAG und Auswertung mit ImageQuant und
Excel.

3.2.3.2 Reproduzierbarkeit der 32P-Quantifikation mit ImageQuant und Excel

Um den Einfluss des Auswertungsfehlers zu bestimmen wurden Banden
unterschiedlicher Starke zehnmal ausgemessen und die Ergebnisse verglichen.
Bestimmt wurden der durchschnittliche Hintergrund, P1 als starke Bande, P1 in einer
1:900-Verdunnung als mittelstarke Bande und P1 in einer 1:24.300-Verdinnung als
Beispiel fur eine schwache Bande. AnschlieRend wurde wie oben beschrieben der
Mittelwert von P1 gleich 100 Prozent gesetzt und die einzelnen Ergebnisse von P1
und den beiden Verdinnungsstufen in Prozent angegeben.

55



Flache [Hintergrund |P1 P1 1:900 P1 1:24.300
Volume Prozent | Volume | Prozent| Volume | Prozent
1. 864 23.703 6.184.231 | 102,87 | 3.556.814 | 57,51 330.701 5,35
2. 816 9.175 6.167.343 | 102,59 | 3.551.772 | 57,59 341.258 5,563
3. 580 8.862 5.697.996 | 94,78 |3.346.948 | 58,73 302.729 5,31
4, 828 12.109 6.138.067 | 102,10 | 3.548.781 | 57,81 338.298 5,51
5. 850 11.759 6.226.295 | 103,57 | 3.584.529 | 57,57 338.836 5,44
6. 690 10.934 5.954.155 | 99,04 |3.439.287 | 57,76 321.806 5,40
7. 651 10.677 5.844.884 | 97,22 |3.433.068 | 58,74 307.522 5,26
8. 792 19.260 6.105.345 | 101,56 |3.528.713 | 57,80 321.531 5,27
9. 805 8.869 6.097.348 | 101,42 |3.538.172 | 58,03 335.296 5,50
10. 589 5.188 5.701.534 | 94,84 |3.354.400| 58,83 301.777 5,29
Mittelwert 747 12.054 6.011.720 | 100,00 | 3.488.248 | 58,02 323.975 5,39

Tabelle 2: 10 Ausmessung und Auswertung derselben Banden mit ImageQuant und Excel

P1: starke Bande
P1 1:900: mittelstarke Bande
P1 1:24.300: schwache Bande

Die Standardabweichung lag bei der schwachen Bande bei 0,10 %, bei der
mittelstarken Bande bei 0,53 % und bei der starken Bande bei 3,32 %.

3.2.4 Spezifitat
Um die Spezifitdt der Immunprazipitation zu priufen wurden Prézipitationen mit
strukturell modifiziertem Capsid und Kompetitionen mit unmarkiertem Capsid im

Uberschuss durchgefiihrt, auRerdem wurden 32 anti-HBc negative Seren getestet.

3.2.4.1 Préazipitationen mit strukturell modifiziert ~ en Capsiden

Zunéchst wurden verschiedene Methoden ausprobiert um das Capsid leicht zu
verandern, seine charakteristische Antigenitat zu zerstéren, ohne es komplett zu
zerstoren. Bei den zunachst versuchten Methoden kam es zu einer Komplexbildung,
dass denaturierte Capsid blieb komplett in den Taschen der nativen AGE héangen
(Abbildung 18).

1 2
- P Abbildung 18: Komplexbildung bei Denaturierung
1: Capsid
2: denaturiertes Capsid
(10min bei 37C mit1 M DTT und 12,5 % TFA)
Phosphoimager Scan von getrocknetem Agarose-Gel
e
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Die Behandlung des Capsids mit 0,1 % B-ME, 0,1 % SDS und moderater Erwarmung
auf 42C bzw. 56T fur 10 min erzeugte hingegen ein heterogenes
Wanderungsverhalten des Capsids in der AGE (Schmierbildung), ohne dass es zur

kompletten Denaturierung oder Aggregatbildung kam (Abbildung 19).

Abbildung 19: AGE nach Behandlung des Capsids mit
0,1 % B-ME und 0,1 % SDS

A: normales Capsid
B: bei 42C
C: bei 56T

Phosphoimager Scan von getrocknetem Agarose-Gel

Dieses strukturell modifizierte Capsid wurde nun als Antigen in die IP eingesetzt. Es
zeigte sich eine unspezifische Bindung, die sich auch durch BSA oder FKS nicht
inhibieren lie. Bei dem unverdnderten Capsid kam es hingegen zu keiner

unspezifischen Bindung.

2LoKDa o o o e

Abbildung 20: Strukturell modifizi ertes Capsid im anti -HBc-IP-Test
IP mit Protein G-Dynabeads, Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAGE

1-4: anti -HBc positives Ser um (P1) 5-8: anti -HBc negatives Serum
1-3: Test mit verandertem Capsid 5: Test mit unverandertem Capsid
2: mit BSA 6-8: Test mit verdndertem Capsid
3: mit FKS 7: mit BSA

4: Test mit unverandertem Capsid 8: mit FKS

3.2.4.2 Kompetition durch unmarkierte Capside

Abbildung 21 zeigt die Kompetition durch unmarkiertes Capsid nach der in Kapitel
2.2.5.1 beschriebenen Methode, Abbildung 22 die Auswertung des Phosphoimager
Scans mit ImageQuant und Excel. Es zeigte sich eine Abnahme der Signalstarke

durch Verdunnung und Inhibition. Bei abnehmender anti-HBc-Menge nahm die
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relative Inhibition (Verdinnungsreine mit Kompetition bezogen auf die

Verdunnungsreihe ohne Kompetition) zu.

la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 50 6a 6b 7a 7b 8a 8b

215 -
kDa WP W - -

Abbildung 21: Kompetition der Verdinnungsreihe von T1 mit nicht -markiertem Capsid

a: nur P32-phosphoryliertes Capsid
b: mit nicht-radioaktiv markiertem Capsid im Uberschul3 zur Kompetition
(1,5 pg im Vergleich zu 100 ng radioaktivem Capsid)
1: unverdiinnt 2: 1:100 3: 1:300 4: 1:900 5: 1:2.700 6: 1:8.100
7:1:24.300 8: 1:72.900

Anti-HBc-Nachweis durch IP mit Protein G-Dynabeads + radioaktiv markiertem Capsid,
Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAGE
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Abbildung 22: Auswertung der Gele in Abbildung 21 mit ImageQuant und Excel:

x-Achse: Serumvolumen (in pl ensprechend: 1:72.900 / 1:24.300/ 1:8.100 / 1:2.700 / 1:900 /
1:300/ 1:100 / unverdiinnt
y-Achse: Préazipitiertes Capsid in Prozent vom Standard

Durchgezogener Graph mit gefiillten Quadraten: Verdiinnungsreihe ohne Kompetion
Gestrichelter Graph mit leeren Dreiecken: Verdiinnungsreihe mit Kompetition

Grauer Graph mit gefiillten Kreisen: Relative Inhibition (Verdiinnungsreihe mit Kompetition
bezogen auf die Verdiinnungsreihe ohne Kompetition

3.2.4.3 Test von anti-HBc negativen Seren

Zum Nachweis der Spezifitdt des Testes wurden auf3erdem 32 Seren (N1 bis N32)
getestet. Diese Seren stammten von Blutspendern, die negativ auf HBsAg, negativ
auf anti-HBc (Microparticle-Enzyme-ImmunAssay (MEIA) AXSymCORE, Abbott am
Institut fur Medizinische Virologie, Giel3en) und gepoolt negativ fir HBV-DNA (HBV-
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PCR (Ampliscreen, Roche) in der Blutbank, Universitatsklinik, Giessen) getestet

wurden.
A:
T1 0.S. N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7
21,5 kDa -
N8 N9 N10 N11 N12 N13 N14 N15 N16
21,5 kDa
B: N17 N18 N19 N20 N21 N22 N23 N24
21,5 kDa
N25 N26 N27 N28 N29 N30 N31 N32 T1
21,5 kDa -

Abbildung 23: Anti -HBc negative Seren (N1-N32) in der IP

A: N1-N16
B: N17 — N32
T1 jeweils als Standard, 0.S.: Ohne Serum, nur PBS in der Probe

Anti-HBc-Nachweis durch IP mit Protein G-Dynabeads + radioaktiv makiertem Capsid,
Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG

Dabei fiel ein Serum (N15, siehe Abbildung 23) als abweichend auf. Eine
unspezifisch-positive Reaktion wurde vermutet und eine Kompetition zu deren
Ausschluss durchgefuhrt (Abbildung 24).

Abbildung 24: Kompetition von N15 im anti -HBc-Test

1: P1(1:10.000) mit Kompetition
1 2 3 4 2: P1(1:10.000) ohne Kompetition
3: N15 ohne Kompetition

21,5 kDa S an W 4: N15 mit Kompetition
Anti-HBc-Nachweis durch IP mit Protein G-Dynabeads +
radioaktiv markiertem Capsid, Phosphoimager Scan von
getrocknetem SDS-PAG, Auswertung mit ImageQuant
nd Excel
18,7 % 763% O

In diesem Fall war die Bindung von radioaktiv markiertem Capsid nur geringfugig
durch unmarkiertes Capsid im Uberschuss kompetierbar.
Es blieben noch 76,3 % Prozent vom urspriunglichen Testergebnis erhalten, die

relative Inhibition lag bei 23,7 %. Der Vergleich mit einer relativen Inhibition von 81,3
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% bei T1 (1:10.000) ergab, dass die Bindung wahrscheinlich unspezifisch war. Das
Testergebnis von N15 wurde daher bei der Festsetzung der Beurteilungskriterien
nicht verwendet.

Nach dem Ausschluss des Serum N15 wurden der Mittelwert (1,82 %) und die

Standardabweichung (1,07 %) errechnet.
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Abbildung 25: Verteilung der Testergebnisse N1 -N32 (ohne N15) um ihren Mittelwert
x-Achse: Abweichung der Testergebnisse vom Mittelwert - eingeteilt in Rubriken mit einem

Bereich von einem Prozent

y-Achse: Anzahl der Seren in den einzelnen Rubriken
Uber die Standardabweichung wurden die Beurteilungskriterien festgelegt. Dabei
gelten Ergebnisse unter zwei Standardabweichungen als negativ, Uber drei

Standardabweichungen als positiv und Ergebnisse dazwischen als grenzwertig:

negativ grenzwertig | positiv
<X +2SD > X +3SD
<4,0% 40%-50% |>5,0%

3.2.5 Sensitivitat

Die Sensitivitat der Immunprazipitation (IP) wurde geprift, indem neun anti-HBc
positive Seren in Verdunnungsreihen getestet und mit den Ergebnissen im MEIA
(AXSYymCORE von Abbott im Institut fur Medizinische Virologie bzw. im Zentrallabor,
beide Universitatsklinikum Giessen) verglichen wurden. Dazu wurden Seren mit
unterschiedlicher Serologie ausgewahlt: Ein Serum stammte von der ersten anti-HBc

positiven Blutprobe eines akut infizierten Patienten (P4, Abbildung 26). Drei Seren
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stammten von Patienten mit chronisch-aktiver Hepatitis B (P1 - P3, Abbildung 27),
d.h. sie waren HBsAg und HBeAg positiv, anti-HBs und anti-HBe negativ. Drei Seren
stammten auch von Patienten mit chronischer Hepatitis, aber negativem HBeAg und
positivem anti-HBe (P5 - P7, Abbildung 28). Zwei Seren stammten von Patienten mit
einer ausgeheilten HBV-Infektion (P8 - P9, Abbildung 29), d.h. HBsAg war negativ
und anti-HBs positiv. Eine Auflistung der zu diesen Seren erhobenen Daten findet
sich im Anhang.

21,5
kDa
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151 80 |
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Abbildung 26: Verdiinnungsreihe der ersten anti -HBc positiven Blutprobe eines akut infizierten
Patienten (P4)

Geflllte Quadrate: positiv gemessene Verdinnungsschritte
Leere Quadrate: negativ gemessene Verdiinnungsschritte

Linke Spalte: Ergebnisse aus dem MEIA (AxSymCORE von Abbott)
x-Achse: Serumvolumen (in pl)

y-Achse: Ergebnisse MEIA (S/CO)

Horizontale Linie: Cut Off im MEIA (S/CO > 1 = anti-HBc negativ)

Rechte Spalte:
- Immunprazipitation (IP) mit Protein G-Dynabeads + radioaktivem Capsid,
Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG
1: unverdiinnt (= 50 pl), 2: 1:100 (= 0,5 pl), 3: 1:300 (=0,1667 ul), 4: 1:900 (=0,0556 ul),
5: 1:2.700 (=0,0185 pl), 6: 1:8.100 (=0,0062 ul), 7: 1:24.300 (=0,0021 ul),
8: 1:72.900 (=0,0007 pl)
- Auswertung
x-Achse: Serumvolumen (in pl)
y-Achse: Ergebnisse IP gemessen und berechnet durch ImageQuant und Excel (in Prozent vom
Standard)
Horizontale Linie: Cut Off in der IP (Ergebniss < 4,0 % = anti-HBc negativ)
Fehlerbalken: eine Standardabweichung (18 %)
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Abbildung 27: Verdinnungsreihen anti-HBc positiver Seren von Patienten mit HbeAg
positiver chronischer Hepatitis B (P1 - P3)
Links: MEIA
Rechts: IP

Weitere Beschriftung siehe Abbildung 26
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Abbildung 28: Verdinnungsreihen anti -HBc positiver Seren von Patienten mit  HBeAg

Links: MEIA
Rechts: IP

Weitere Beschriftung siehe Abbildung 26

negativer, anti-HBe positiver chronischer Hepatit

is B (P5 - P7)
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Abbildung 29: Verdinnungsreihen anti -HBc und anti -HBs positiver Seren von Patienten mit
ausgeheilter Hepatitis B (P8 + P9)

Links: MEIA
Rechts: IP
Weitere Beschriftung siehe Abbildung 26

Bei den Verdinnungsreihen fiel auf, dass in vier Fallen in der IP (P3, P6, P7 und P8)
und in zwei Fallen im MEIA (P6 und P7) die 1:100 Verdinnung ein intensiveres
Signal als das unverdiinnte Serum gab, was auf die Anwesenheit eines Inhibitors im
entsprechenden Serum hinweist.

Die Sensitivitdten im MEIA und IP waren durchaus unterschiedlich. Bei der ersten
anti-HBc-positiven Probe eines akut infizierten Patienten (P4, unbekannter anti-HBe
Status) war die IP um eine Verdinnungsstufe sensitiver. Bei den Seren von
Patienten mit HBeAg positiver chronischer Hepatitis B (P1 - P3) war die IP um zwei

Verdinnungsstufen sensitiver als der kommerziell erhéltliche MEIA. Bei den Seren
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von anti-HBe positiven chronisch infizierten Patienten (P5 - P7) waren die Tests bei
zwei Seren ab der gleichen Verdinnungsstufe negativ (P5 und P6) bzw. eine Stufe
spater (P7). Bei den Seren von Patienten mit einer ausgeheilten HBV-Infektion (P8
und P9) wurden beide Tests bei der gleichen Verdinnungsstufe negativ.

Um nicht nur die grobe Einteilung in Verdinnungsstufen zu haben, wurde der
Schnittpunkt der durch die gemessenen Werte konstruierten Kurve mit dem Cut Off
(MEIA:y =1 und IP: y = 5,0 % (positiv) bzw. y = 4,0 % (grenzwertig)) bestimmt.
Damit lasst sich der fUr ein positives bzw. grenzwertiges Testergebnis gerade eben
notwendige Serumanteil am Gestamttestvolumen (detection limit = DL (positiv) bzw.
grey zone limit = GZL (grenzwertig)) bestimmen (Tabelle 3).

Betrachtet man diese Werte, war der flr ein positives Testergebnis gerade eben
bendtigte Serumanteil bei der IP stets niedriger als beim MEIA und damit die IP bei
allen Seren sensitiver als der MEIA. Das Verhéltnis DL MEIA / DL IP war immer > 1.
Die Hohe dieses Quotienten, der Sensitivitatsunterschied zwischen den beiden Tests
war aber je nach Patientengruppe unterschiedlich, wie sich bereits bei den
Verdinnungsstufen andeutete. So lag DL MEIA / DL IP bei den anti-HBe positiven,
chronisch infizierten Patienten (P5 - P7) und den Patienten mit einer ausgeheilten
Hepatitis B (P8 und P9) zwischen 1,3 und 2,9. Bei HBeAg positiven, anti-HBe
negativen chronisch infizierten Patienten (P1 - P3) lag DL MEIA / DL IP hingegen

zwischen 5,8 und 7,4.

Serum | HBsAg anti- anti- anti- | MEIADL | IP DL IPGZL | MEIADL/ MEIA DL/
Nr. HBc HBe HBs | <1S/CO|>50% >4.0% IP DL IP GZL
P1 + + - - 0,022 0,0038 0,0032 5,8 6.9
P2 + + - - 0,08 0,0108 0,0092 7,4 8,7
P3 + + - - 0,007 0,0011* 0,00092* 6,4 7,6
P4 + + - 0,018 0,005 0,00598 3,6 3
PS5 + + + - 0,08 0,064 0,052 13 15
P6 + + + - 0,032 0,0186 0,0174 1,7 1,8
P7 + + + - 0,02 0,007 0,0052 2,9 3,9
P8 - + + + 0,1 0,068 0,054 15 19
P9 - + + + 0,22 0,14 0,11 1,6 2

Tabelle 3: Sensitivitat der IP im Vergleich mit der  Sensitivitat im MEIA

DL: detection limit
GZL: grey zone limit

Die Zahlen in den Spalten MEIA DL, IP DL und GZL geben den Anteil des Testvolumens (in %) der
aus Serum bestehen musste, um ein Signal bei DL (bzw. GZL) zu verursachen. Aufgrund der
unterschiedlichen benétigten Testvolumina von MEIA und IP erfolgte die Angabe nicht in pl.

*Werte basieren auf Extrapolation
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3.3 Anti-HBc negative, HBsAg positive Seren

Wenn in Serum HBsAg und HBV-Genome nachweisbar sind, der Patient also HBV
infiziert ist, aber trotzdem ein anti-HBc-Test negativ ist, stellt sich die Frage nach der
maoglichen Ursache: a) Es handelt sich um die Frihphase einer Infektion, in der der
anti-HBc-Titer noch unter der Nachweisgrenze des Tests liegt und in einem
Folgeserum nachweisbar ware. b) Die vorhandenen Antikdrper werden nur in den
herkdbmmlichen Tests nicht erkannt, kdnnten evitl. aber in einem sensitiveren bzw.
andersartig konzipierten Test erkannt werden. c) Es sind tatsachlich keine Antikorper
vorhanden.

Um dieser Frage nachzugehen wurden Seren mit diesem ungewo6hnlichen
serologischen Profil (HBsAg positiv, aber anti-HBc negativ) aus drei Quellen
untersucht. Am GielRener Uniklinikum fanden sich im Zeitraum von Januar 1992 bis
Juni 2006 1692 HBsAg positive Seren und am CHU Bordeaux im Zeitraum vom
November 2001 bis Juni 2006 1605 HBsAg positive Seren. Unter diesen 3297 Seren
waren insgesamt 26 Seren von 15 Patienten (zwolf Seren von funf Patienten aus
GieRen und 14 Seren von zehn Patienten aus Bordeaux) bei denen diese
Konstellation (HBsAg positiv, aber anti-HBc negativ) vorlag; sie kam also bei 0,79 %
der Seren vor (bei 0,71% in Giel3en und bei 0,87% in Bordeaux). Bei zwei Seren (D3
und D4) handelte es sich um extreme Friihphasen einer Infektion. Zunachst fanden
sich 24 weiter zu untersuchende Seren von 13 Patienten. In der Sammlung des
Nationalen Konsilarlabors fur HBV waren zwo6lf anti-HBc negative Seren von elf
Patienten mit positivem HBsAg. Da es sich bei den Seren des Konsiliarlabors um
kein natdrliches Kollektiv handelt, sondern um eine Sammlung ungewdhnlicher Félle,
die behandelnden Arzten deutschlandweit aufgefallen waren und deshalb an das
Konsiliarlabor gesandt wurden, kann keine Schlussfolgerung auf deren Haufigkeit

gezogen werden.

Eine Auflistung der Seren befindet sich im Anhang.

3.3.1 Seren vom CHU in Bordeaux, Frankreich (F1-F 10)

Am CHU Bordeaux fanden sich im Zeitraum vom November 2001 bis Juni 2006 unter
den 1605 HBsAg positiven Seren 14 Seren von zehn Patienten, die HBSAg positiv

und anti-HBc negativ waren.
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Leider waren kaum klinische Informationen tber die zehn Patienten in Erfahrung zu
bringen. Bei vier Patienten war eine HIV-Koinfektion bekannt (F1, F6, F8 und F9). Bei
zwei Patienten (F3 und F4) waren vorausgehende Serumproben bereits anti-HBc
positiv gewesen, Uber eine Immunsuppression als Ursache fir das Verschwinden
des anti-HBc bei erhaltenem HBsAg lasst sich aber nur spekulieren. Bei vier
Patienten bestand die HBV-Infektion zum Zeitpunkt der Entnahme der anti-HBc
negativen Blutprobe nachweislich Giber sechs Monate (F3, F7, F8 und F9).

Alle Seren (aul3er F10) waren HBeAg positiv und anti-HBe negativ.

Es waren nur von zehn der 14 Seren ausreichende Volumina fir weitere Tests
vorhanden. Am CHU wurde als anti-HBc-Test der EIA Enzygnost von DADE Behring
verwendet, wahrend in Giel3en der MEIA AxXSymCORE der Firma Abbott verwendet
wurde. Um eine bessere Vergleichbarkeit herzustellen wurden die Seren aus
Frankreich, falls das vorhandene Serumvolumen es zulie3, mit dem MEIA
nachgetestet. Da der MEIA aber mit ca. 250 pl viel Serum bendtigt, war der Test von
F3.3 und F4.2 nicht moglich. Bei den ubrigen getesteten Seren waren zwei Seren
(F2.1 und F5.1) im MEIA anti-HBc positiv. Daher wurden F2 und F5 von den weiteren
Betrachtungen ausgeschlossen.

Die die verbleibenden anti-HBc negativen Seren wurden dann in der IP erneut auf
anti-HBc getestet (Abbildung 29). In der IP waren drei der acht Seren (F3.3, F4.2 und
F6) positiv fir anti-HBc. Bei der anschlieRend bei diesen drei Seren durchgefihrten
Kompetition mit unmarkiertem Capsid zum Ausschluss einer unspezifischen Bindung

liel3 sich ein Serum (F6) nicht kompetieren.

M T1 N F1 [EM F33 F42 FE5H F6 F7.1 F82 F9.3 F10

Abbildung 30: IP mit den Seren vom CHU in Bordeaux

IP mit Protein G-Dynabeads und radioaktiv markierten Capsiden zum Anti-HBc-Nachweis,
Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG

M: Cl14-Marker (Bande 21,5 kDa)

P1: Standard und Positivkontrolle

N: Negativkontrolle

F1-F10: 10 HBsAg positive Patienten mit mind. einem anti-HBc negativen Serum (EIA)
F2¥+E8l: im MEIA anti-HBc positiv getestete Seren (Patienten F2 und F5 deshalb
ausgeschlossen)
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3.3.2 Seren vom Universitatsklinikum GieRen (D1 -D 5)

Mit der Software der Serumverwaltung der virologischen Diagnostik des Giel3ener
Uniklinikums wurde nach HBsAg positiven (1692 Patienten), aber anti-HBc negativen
Seren im Zeitraum von Januar 1992 bis Juni 2006 gesucht (beide Tests von AxSym,
Abbott). Es fanden sich 88 Ergebnisse. D.h. 5,2 % der initial HBSAg positiven Seren
waren anti-HBc negativ. In solchen Fallen war aber im Regelfall direkt ein HBsAg-
Bestatigungstest durchgefuhrt worden. Dieser bestand aus der Prainkubation des
Serums mit anti-HBs-Schafserum und anschlie3end erneutem Testen auf HBsSAg im
AxSym. Die Zahl der fur die Fragestellung interessanten Seren schrankte sich nach
dem Aussortieren der Seren, die weiterhin positiv blieben und also im HBsAg-Test
nur unspezifisch positiv reagiert hatten, stark ein. Es blieben zwélf Seren von funf
Patienten Ubrig, die in mindestens einer Probe bestatigt HBsAg positiv, aber anti-HBc
negativ waren (D1 - D5).

D1 wurde 1974 geboren. Es existiert eine Probe vom Oktober 1999, hier sollte nach
HBV-Impfung eine anti-HBs-Titerkontrolle erfolgen, die negativ war. Die Probe vom
Januar 2002 wurde wegen erhdhter Transaminasen eingesandt. Es zeigte sich, dass
das Serum HBsAg positiv und anti-HBc negativ war. Die Mutter des Patienten hat
eine chronische HBV-Infektion. Dass der Patient bereits perinatal infiziert wurde,
l&sst sich daher vermuten.

Bei D2 wurde HBsAg zuerst in einer Probe vom Marz 2004 nachgewiesen. Es
handelte sich um eine Statuserhebung vor einer Hochdosischemotherapie bei Ewing-
Sarkom. Die HCV-PCR war ebenfalls positiv. Die Transaminasen waren im weiteren
Verlauf schwankend erhéht, eine Lamivudin-Therapie wurde begonnen. Zur anti-
HBc-Serokonversion kam es erst im Januar 2005.

Bei zwei Patienten (D3 und D4) zeigte sich, dass lediglich eine Frihphase der
Infektion erfasst worden war, sie wurden daher von den weiteren Betrachtungen
ausgeschlossen. Es handelte sich bei beiden um Blutspender, weshalb die ersten
Proben nicht aufgrund von Symptomen, sondern im Rahmen der Spende
entnommen wurden. In nachfolgenden Proben sah man die Serokonversion, in dem
der anti-HBc-Test positiv wurde. Beide Patienten entwickelten in spateren Proben
anti-HBs, was eine ausheilende Hepatitis B anzeigt.

Bei D5, einem Patienten mit Rhabdomyosarkom, fand sich ein tGber mindestens zwolf

Jahre hinziehender Verlauf mit zunéchst niedrigen (bis 1994), dann steigenden
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HBsAg-Werten und persistierend negativem anti-HBc (ausgenommen eine Probe
von 1990), bis es 1998 zur endgultigen anti-HBc-Serokonversion kam.

Von den drei bleibenden Patienten (D1, D2 und D5) ist der Infektionsverlauf also in
einem Fall (D1) unbekannt und in den anderen beiden Fallen handelte es sich um
eine chronische Hepatitis bei Immunsuppression. In beiden Fallen kam es zu einer
spateren anti-HBc-Serokonversion. Das HBeAg war nur in den Proben von D5
getestet worden und zeigte einen zum HbsAg analogen Verlauf mit zunachst niedrig

positiven Werten und einem deutlichen Anstieg ab 1994.

Von den zehn Seren dieser drei Patienten war von sieben noch geniigend Volumen
fur die IP vorhanden. D1 blieb auch in der IP negativ. Im Verlauf von D2 trat die
Serokonversion in der IP im Vergleich mit dem MEIA einen Monat spater (in der
nachsten Serumprobe) auf (D2.6 statt D2.5). Eine Probe friiher im Verlauf (D2.3) war
grenzwertig, was durch eine positive Kompetition weiter bestatigt werden konnte.
Zwischen dieser und dem positiven Ergebnis lag eine negativ getestete Probe (D2.4).
Bei D5, wo es im MEIA erst 1998 nach zwo6lf Jahren zur Serokonversion kam (D5.6),
war die IP schon eine Probe (D5.5) friher (1997) positiv, was auch in der

Kompetition bestatigt werden konnte.

D1:
M P N D1.2
D2:
M D22 D24 D25 D26 D2.3 D2.3* P
-
D5:
D5.3 D5.4 M P D5.5 D5.6 D5.7

Abbildung 31: IP mit den Seren vom Universitatsklinik  um in GieRen (D1/D2/D5)

IP mit Protein G-Dynabeads und radioaktiv markierten Capsiden zum Anti-HBc-Nachweis,
Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG

M: Cl4-Marker (Bande 21,5kDa)
P: Positivkontrollen

N: Negativkontrolle

*. Kompetition der IP
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Bei D3 und D4, bei denen eine Frihphase der Infektion vorlag, trat anti-HBc bei
beiden Tests im selben Serum zum ersten Mal auf; d.h. dass die Serokonversion mit

der IP nicht friher festgestellt werden konnte.

D3.1 D3.2 M D4.1 D4.2

Abbildung 32: Serokonversion bei zwei Neu -Infizierten (D3 und D4)

IP mit Protein G-Dynabeads und radioaktiv markierten Capsiden zum anti-HBc-Nachweis,
Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG

M: Cl14-Marker (Bande 21,5 kDa)
D3.1 und D4.1: vor Serokonversion
D3.2 und D4.2: nach Serokonversion

3.3.3 Seren vom Nationalen Konsilarlabor fir HBV i  n Gief3en (K1 - K11)

In der Sammlung des Konsilarlabors fur HBV fanden sich zwolf Seren von elf
verschiedenen Patienten mit der beschriebenen Konstellation (HBsAg positiv, aber
anti-HBc negativ bzw. ein Sonderfall (K8, sicher durchgemachte HBV-Infektion ohne
anti-HBc-Serokonversion).

Bei K1 und K2 handelt es sich um Blutspender aus der Blutbank Giel3en. Es gibt
keine weiteren Informationen Uber die Spender und auch keine Folgeseren. So
konnte nicht geprift werden, ob es zu einem spéteren Zeitpunkt zu einer anti-HBc-
Serokonversion kam und die untersuchten Blutspenden Proben aus der frihen
Phase der HBV-Infektion waren.

Serum von K3 wurde mit Proben von zwei weiteren Patienten aus der Uniklinik
TUbingen zur Infektionskettenaufklarung ins Konsilarlabor geschickt. Im August 1998
wurde der Patient HBV negativ getestet (HBsSAg negativ, anti-HBs positiv, anti-HBc
negativ). Nach einer Lebertansplantation im August 1999 war im November eine
HBV-Infektion nachweisbar (HBsAg und HBeAg positiv, anti-HBc negativ). Eine
spatere Probe existiert auch von diesem Patienten nicht.

Patient K4 hatte 1992 eine akute myeloische Leukamie (AML), wurde
chemotherapiert und erhielt eine Stammzell-Transplantation. In Proben aus den
Jahren 1992 und 1994 waren anti-HBs und anti-HBc positiv, HBSAg war negativ. In
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einer Probe ein Jahr spater (1995) und in 2003 war HBsAg positiv und die beiden
Antikoérper anti-HBs und anti-HBc waren im MEIA negativ. Es erfolgte also eine
Reaktivierung der okkulten HBV-Infektion mit Verlust aller HBV-Antikérper. Bei der
Abnahme 2003 waren die Transaminasen leicht erhoht, das Bilirubin aber
normwertig. Der Fall wurde kirzlich publiziert (Gartner et al. 2007).

Serum von K5 (K5.2) wurde von der Virologie der Universitatsklinik Heidelberg
zugeschickt. Der Patient hatte eine seit 1999 bekannte Hepatitis B. 1999, 2002 und
2004 waren HBsAg und HBeAg nachweisbar, der Nachweis von anti-HBc war ab
2002 negativ. Seit 2002 ist eine Koinfektion mit HIV bekannt. Der Patient wurde
weder antiretroviral behandelt noch durch AIDS-definierende Erkrankungen auffallig.

K6, in Kasachstan geboren, war bei Blutenthahme zehn Jahre alt. Der Patient war
nach Angabe der Universitatsklinik der Ruhr-Universitadt Bochum seit mindestens flnf
Jahren HBYV infiziert. Eine Leberschadigung zeigte sich nicht (normales Bilirubin und
normwertige Transaminasen). Beide Eltern sollen eine HBV-Infektion durchgemacht
haben, die drei Geschwister sollen teilweise ebenfalls infiziert sein.

K7 war bei Blutentnahme acht Jahre alt und wurde beim Kinderarzt in Saarbriicken
wegen Ubelkeit und Apathie vorgestellt. Das Kind ist gemaR STIKO gegen HBV
geimpft worden. Postnatal fand keine Simultanimpfung statt, da die chronische HBV-
Infektion der Mutter nicht bekannt war. Das Kind hatte leicht erh6hte Transaminasen.
Ein vier Jahre alteres Geschwisterkind ist ebenfalls infiziert, bei diesem ist anti-HBc
aber positiv.

Bei K8 zeigen die vorhandenen Testergebnisse, dass der Patient eine HBV-Infektion
durchgemacht haben muss und dies scheinbar ohne anti-HBc zu produzieren. Er war
in einem Serum vom November 2005 bestatigt HBsAg positiv und im vorhandenen
Serum vom Dezember 2006 HBsAg negativ und anti-HBs positiv.

K9, K10 und K11 sind perinatal infiziert worden. K10 und K11 sind Geschwister bei
denen aufgrund der bekannten chronischen Hepatitis B der Mutter postnatal lege
artis eine Simultanimpfung (passiv und aktiv) durchgefiihrt worden war. Bei beiden
Geschwistern trat ein Impfversagen unklarer Ursache auf. Beide Geschwister waren
zunachst anti-HBc positiv, wurden dann aber bei bestehender chronischer Infektion
(HBsAg und HBV-DNA positiv) anti-HBc negativ. Bei der Mutter bestand ein
grenzwertig positiver anti-HBc Befund, sodass es sich bei dem passager positiven

Befund bei den beiden Kindern wahrscheinlich um einen Leihtiter handelte.
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Zusammenfassend bestand bei drei der zehn Patienten aus dem Konsiliarlabor eine
Immunsuppression (K3, K4 und K5). Funf der zehn Patienten wurden perinatal, als
kleine Kinder infiziert (K6, K7, K9, K10 und K11).

Bei acht Patienten war ein Verlauf iber mehr als sechs Monate nachweisbar.

AulBer bei K8 und bei K6 (aufgrund Volumenmangels unbekannter Status) handelte

es sich um HBeAg positive, anti-HBe negative Infektionen.

Alle vorliegenden Seren wurden mittels IP erneut auf anti-HBc getestet. Bei drei der
zwolf Seren ergab sich ein positives Ergebnis (K4.3, K10.2 und K11.2), bei drei ergab
sich ein grenzwertiges Ergebnis (K2, K3 und K9.4).

100

80 A

60 -

40

Kl K2 K3 K43 K44 K55 K6 K7 K82 K94 K10.2 K11.2

Abbildung 33: IP mitden Seren vom Konsilarlabor fir HBV in GieRen (K1 - K11)

Schwarzer Balken: negatives Ergebnis (< 4 %)
Grauer Balken: grenzwertiges Ergebnis (4 — 5 %)
Weilier Balken: positives Ergebnis (> 5 %)

Anti-HBc-Nachweis durch IP mit Protein G-Dynabeads + radioaktiv markiertem Capsid,
Phosphimager Scan von getrocknetem SDS-PAG und Auswertung mit ImageQuant und
Excel.

Diese Ergebnisse konnten in drei Fallen durch Kompetition mit nicht-markiertem
Capsid auf ihre Spezifitat Gberpruft werden. Bei einem positiven und zwei
grenzwertigen Seren (K4.3, K2 und K3) liel3 sich die Prazipitation nicht inhibieren, die
Bindung war also unspezifisch. Bei einem grenzwertigen und zwei positiven Seren
war nicht ausreichend Volumen fiur die Kompetition vorhanden (K9.4, K10.2 und
K11.2).
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Aulerdem wurde, um zu prifen, ob das Fehlen des anti-HBc evtl. an einer Mutation
im Virusgenom lag, falls mdglich (noch genug Volumen vom Serum vorhanden und
genug Genome im Serum intakt) eine Genotypisierung und Sequenzierung
durchgefuhrt.

Vier Patienten waren mit dem Genotyp A2, zwei mit dem Genotyp D und zwei mit
dem Genotyp C infiziert. Funf dieser Patienten waren IP negativ bzw. unspezifisch
(vier mit Genotyp A2 und einer mit Genotyp D) und drei IP positiv (einer mit Genotyp
D und zwei mit Genotyp C). Bei zwei Patienten gelang die Genotypisierung und
Sequenzierung nicht (K1 und K8).

Eine Sequenzierung war bei sieben Seren mdglich. Funf Seren zeigten keine
Mutationen im Core im Vergleich mit dem Wildtyp. Zwei der A2-infizierten Patienten
zeigten Mutationen (E93D / N94T / N103T bzw. P15S).

Genotypisierung Sequenzierung
K1 -
K2 A2 *
K3 A2 E93D / N94T / N103T
K4 A2 keine Mutation im Core-Leserahmen
K5 A2 P15S
K6 *
K7 D keine Mutation im Core-Leserahmen
K8 -
K9 D keine Mutation im Core-Leserahmen
K10 C keine Mutation im Core-Leserahmen
K11 C keine Mutation im Core-Leserahmen
Mutter von K10 + K11 C keine Mutation im Core-Leserahmen

Tabelle 4: Ergebnisse der Genotypisierung und Sequenzierung (K 1-K11)

-: Genotypisierung in der Probe nicht erfolgreich
*: nicht ausreichend Volumen vorhanden
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war HBsAg positive, aber anti-HBc negative Seren aus drei
Quellen, dem Nationalen Konsilarlabor fir HBV in GieBen und den
Serumverwaltungen der virologischen Diagnostiken des GielRener Uniklinikums und
des CHU in Bordeaux, Frankreich zu reevaluieren. Dazu wurde ein anti-HBc-Test
entwickelt. Aufl3erdem wurde versucht Uber weitere diagnostische Tests (z.B.
Genotypisierung und Sequenzierung) und weitere Informationen zu den Patienten

Naheres (iber die Atiologie des fehlenden anti-HBc herauszufinden.

4.1 Anti-HBc-Test durch IP von radioaktiv markierte ~ m Capsid

Um zu prifen, ob in den HBsAg positiven, anti-HBc negativen Seren evtl. doch anti-
HBc-Antikorper vorhanden sind und nur der urspriingliche Test keine ausreichende
Sensitivitat fir den Nachweis derselben hatte, wurde ein sensitiverer anti-HBc-Test
entwickelt. Dieser Test zeigte eine insgesamt 3,6fach hohere Sensitivitat im
Vergleich mit einem gewdhnlichen Assay (AxSymCORE von Abbott). Durch
Kompetition kdnnten wenig avide, aber eben doch vorhandene, anti-HBc-Antikdrper
unentdeckt geblieben sein. Deshalb wurde ein Testverfahren verwendet, das anders
als die meisten kommerziell erhaltlichen anti-HBc-Tests nicht auf Kompetition der
evtl. im Serum vorhandenen Antikdrper mit markierten Test-Antikdrpern beruht.

Ein ebenfalls nicht auf Kompetition beruhender, direkter Radioimmunassay (dRIA),
der 1984 von Wolff und Gerlich beschrieben wurde (Wolff and Gerlich 1984), zeigte
eine 10fach hohere Sensitivitdt als ein gewdhnlicher Inhibitionsassay. In diesem
Assay wurde HBcAg an eine Mikrotiter-Platte gebunden, dann wurden die Platten mit
dem zu testenden Serum und danach mit **P markiertem HBcAg inkubiert. Die
Phosphorylierung wurde durch die endogene Proteinkinase und die Zugabe von y*?P-
ATP erreicht. Bei dem damals verwendeten HBcAg handelte es sich um aus der
Leber eines verstorbenen Patienten mit einer chronischen Hepatitis B aufgereinigtes
Material.

Solches Material ist naturlich nur schwer und in geringen Mengen zu erhalten. Es
konnte aber gezeigt werden, dass rekombinant hergestellte Capside ebenfalls in der
anti-HBc-Testung eingesetzt werden konnen (Tordjeman et al. 1993). Deshalb
wurden in dieser Arbeit E. coli-exprimierte Capside verwendet, die durch in vitro-

Phosphorylierung mittels zugefiigter Proteinkinase C mit **P markiert worden waren

74



(Kann and Gerlich 1994). Die Phosphorylierung von Core-Proteinen ist Teil des
nattrlichen Replikationszyklus von HBV und exogen zugefligte Proteinkinase C
phosphoryliert E. coli-exprimierte Capside an den selben C-terminalen Aminoséauren
wie die endogene Proteinkinase die aus Leber aufgereinigten Capside (Rabe et al.
2003). Eine Stoérung der Antikdrperbindung durch die Phosphorylierung an den
entsprechenden Epitopen auf den Capsiden ist deshalb nicht zu beflrchten. Ein
Nachteil dieser Markierung ist allerdings die kurze Halbwertszeit von *?P.
Unspezifisch-positive Ergebnisse bei anti-HBc-Tests sind in der Literatur beschrieben
worden (Wolff and Gerlich 1984; Caspari et al. 1989). Um diese zu vermeiden wurde
ein Assay gewahlt, bei dem zum einen durch die Auftrennung im SDS-PAGE ein
gezieltes Ausmessen der Aktivitat des intakten **P markierten HBcAg an der 21,5
kDa-Bande und zum anderen eine Kontrolle der Spezifitdt durch Inhibition mit
unmarkiertem Capsid mdglich war.

Um die Sensitivitat des neuen Assays zu Uberprifen wurden Verdinnungsreihen
mittels IP und einem kommerziell erhaltlichen Inhibitions-MEIA, dem AxSymCORE
von Abbott, getestet. Der Vergleich brachte Uberraschende Ergebnisse: Zwar war die
IP bei allen neun Verdiunnungsreihen sensitiver als der MEIA, aber nur 1,8fach
sensitiver bei anti-HBe enthaltenden Seren, wahrend sie 6,5fach sensitiver bei anti-
HBe negativen Seren war. Scheinbar erkennen unterschiedliche anti-HBc-Tests mit
unterschiedlichem Format und unterschiedlichen HBcAg-Praparationen durchaus
unterschiedliche Antikorpergruppen. Der HBV-Genotyp scheint dabei keine Rolle zu
spielen, denn anhand der Aminosauresequenz des Core-Proteins ist eine Aussage
Uber den Genotyp nur schlecht méglich. Vor allem Genotyp B und C kdnnen nur
durch ihre Nukleotidsequenz unterschieden werden (Chain and Myers 2005).
Sallberg et al. beschrieben 1993 ein Epitop (AS 124 - 133), das sowohl auf der
Oberflache von nativem HBeAg als auch auf denaturiertem HBCAg exponiert ist
(Sallberg et al. 1993). Wenn denaturiertes HBcAg im AXxXSymCORE vorhanden ware,
welches auch von anti-HBe erkannt wird, kénnte dies die Signalstarke bei anti-HBe
positiven Seren erhdéhen und so die Sensitivitatsunterschiede zwischen anti-HBe

positiven und anti-HBe negativen Seren in den beiden Tests erklaren.

Ein Ausgangspunkt fur die weitere Entwicklung und Verfeinerung von anti-HBc-Tests
kénnte die Beobachtung sein, dass unterschiedliche Epitope vom HBCAg in

unterschiedlichen Stadien der Infektion erkannt werden (Tordjeman et al. 1993). So
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sind die gebildeten Antikorper wahrend der akuten Hepatitis viel heterogener als
danach. Bereits vor dem Verschwinden von HBeAg im Serum werden frihe anti-
HBe-Antikdrper nachgewiesen, welche konformationale Epitope erkennen. Spater
nach erfolgter anti-HBe-Serokonversion fanden sich hingegen anti-HBe-Antikorper,
die eher lineare HBeAg-Epitope erkennen (Baumeister et al. 2000). Dies koénnte
klinische Bedeutung bei der Beurteilung des Erfolges einer Interferon-Therapie
haben. Durch die Information, ob sich eine Serokonversion bereits anktndigt, kdonnte
sich z.B. beim Auftreten von Nebenwirkungen die Entscheidung fir oder gegen den
Abbruch der Therapie erleichtern. Analog dazu ware auch ein anti-HBc-Test denkbar,
der z.B. bei Neuinfektion eine Aussage Uber die Effektivitdt der Immunantwort des
Infizierten und damit die Wahrscheinlichkeit einer Chronifizierung der Hepatitis B
machen koénnte. In der Klinik ware ein solcher Test als Entscheidungshilfe fur oder

gegen einen frihzeitigen Therapiebeginn von grol3em Nutzen.

4.2 Anti-HBc negative, HBsAg positive Patienten

Das in dieser Arbeit untersuchte serologische Profil (HBsAg positiv, aber anti-HBc
negativ) ist sehr ungewohnlich. Eigentlich wird im Rahmen jeder HBV-Infektion anti-
HBc gebildet (Schaefer and Gerlich 2007). Bei diesem serologischen Profil wurde
zeitweilig eine Infektion mit einem neuen Virus, dem sog. ,HBV Typ 2“ vermutet
(Coursaget et al. 1990); eine Annahme die inzwischen wieder verworfen wurde.
Insgesamt waren unter 3309 Seren aus dem Nationalen Konsilarlabor fir HBV in
GielRen und den Serumverwaltungen der virologischen Diagnostiken des Giel3ener
Uniklinikums und des CHU in Bordeaux, Frankreich nur 34 Serumproben von 22
Patienten, die dieses serologische Profil aufwiesen.

Anti-HBe war bei allen 17 Seren, die darauf getestet wurden, ebenfalls negativ.
HBeAg war in den darauf getesteten Proben (zehn Seren) positiv. Nur in einem Fall
waren sowohl anti-HBe als auch HBeAg negativ. Ein selektiver Ausfall des anti-HBc

bei positivem Nachweis von anti-HBe konnte nicht beobachtet werden.

4.2.1 Mogliche Atiologie des ungewdohnlichen serolog ischen Profils

Eine Erklarung fur dieses ungewohnliche serologische Profil (HBsAg positiv, aber
anti-HBc negativ) konnte das sog. diagnostische Fenster sein, also die Frihphase

einer Infektion noch vor Symptombeginn, wenn lediglich die HBV-DNA und die
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viralen Antigene (HBsAg und HBeAg) nachweisbar sind, aber noch keine Antikérper
gebildet wurden. Bei 14 der 22 in dieser Arbeit reevaluierten Patienten bestand aber
nachgewiesenermalen eine chronische Hepatitis B mit einem Infektionsverlauf tber
sechs Monate. Bei zwei dieser Falle kam es noch spater zu einer Serokonversion
(anti-HBc wurde positiv). In acht Fallen war der Infektionsverlauf hingegen
unbekannt, hier kbnnte es sich also um Blutentnahmen im diagnostischen Fenster
bei symptomfreien Personen z.B. im Rahmen einer Blutspende gehandelt haben.
Schon mehrfach in der Literatur beschrieben wurde ein Fehlen der anti-HBc-
Antikdrper bei immunsuppremierten Patienten: Z.B. wiesen in einer Studie von 1989
sieben von zehn anti-Hbc negativen Patienten einen sekundéren Immundefekt
(AIDS, Leukamie, Histiozytose X, terminale Niereninsuffizienz) auf (Moller et al.
1989).

Auch bei neun der 22 in dieser Arbeit reevaluierten Patienten war eine
Immunsuppression (Chemotherapie bei Neoplasie, Transplantation oder HIV)
nachzuweisen. Bei den Patienten mit einer HIV-Koinfektion war allerdings in den
meisten Fallen das Stadium der HIV-Infektion unbekannt, womit das Ausmalf3 der
Immunsuppression unklar ist. Avettand-Fenoel et al. beschreiben ein Verschwinden
der anti-HBc-Antikdrper ab einer T-Helferzellzahl von unter 50 /mm?® und einer HIV-
Viruslast Uber 100.000 Kopien /ml (Avettand-Fenoel et al. 2006).

Da HBcAg auch ein T-Zell-unabhangiges Antigen ist, aber der Antikdrper-
Klassenwechsel von IgM- zu IgG-Produktion nicht ohne die Hilfe von T-Zellen
stattfinden kann (Vanlandschoot et al. 2003), ware bei HBV-Infektion in einem
fortgeschrittenen Stadium der HIV-Infektion evtl. nur die alleinige Bildung von anti-
HBc-IgM denkbar. Wahrend die in der IP verwendeten Dynabeads lediglich IgG
erkennen, wird durch den AxXSymCORE von Abbott sowohl IgG als auch IgM erkannt.
HBsAg positive, eigentlich immunkompetente, aber trotzdem anti-HBc negative
Personen wurden z.B. von Lee et al. beschrieben. So konnte fur einen Uber eine
Studienperiode von funf Jahren konstant anti-HBc negativen Patienten gezeigt
werden, dass seine Lymphozyten in vitro u.a. auf Staphylococcus aureus- und
Tetanustoxoid reagierten, nicht aber auf rekombinant hergestelltes HBcAg, und dass
seine Monozyten keine HBcAg beschichteten Kiuigelchen phagozytierten. Die B- und
T-Zellzahlen im peripheren Blut waren normal und der Patient war symptomfrei, was

einen selektiven Immundefekt anzeigt (Lee et al. 1992).
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Bei 13 der 22 in dieser Arbeit reevaluierten Patienten war ebenfalls keinerlei
Immunsuppression bekannt. Allerdings lag in mindestens funf Féallen eine perinatale
Infektion vor. Die perinatale Infektion ist als weitere Ursache fir das Ausbleiben einer
anti-HBc-Antikdrperbildung bekannt. Unter 128 HBsAg positiven Neugeborenen, die
perinatal von ihrer HBsAg und HBeAg positiven Mutter infiziert worden waren, waren
zwolf Uber die gesamte Nachbeobachtungszeit von drei bis funf Jahren anti-HBc
negativ (Lee et al. 1989). Ein Transaminasenanstieg als Hinweis auf eine
Leberschadigung konnte bei keinem der zwdlf Kinder beobachtet werden.

Bei sechs von zehn, initial anti-HBc negativen, perinatal infizierten Kindern trat nach
minimal zwei Jahren bzw. maximal acht Jahren noch eine verspatete Serokonversion
auf (Ni et al. 1993). Das Auftreten der anti-HBc-Antikorper war dabei nicht von
Hepatitis-Symptomen begleitet.

Bei perinataler Infektion trifft HBV auf ein noch unreifes Immunsystem. So kommt es
in Uber 90 Prozent der Félle zur Entwicklung einer chronischen Hepatitis B, da das
Immunsystem nicht in der Lage ist die Infektion zu terminieren. HBeAg kann von der
Mutter plazentar auf den Fetus Ubertragen werden und dort auch ohne Infektion des
Babys bis zu sechs Monate nachweisbar sein (Wang et al. 2003). Dies kdnnte zu der
Unfahigkeit des Immunsystems fihren, die viralen Proteine HBeAg und HBcAg als

fremd zu erkennen.

Anzahl

- Tabelle 5: Ubersicht anti -
Immunsuppression 9 HBc negative Seren (MEIA
Chemotherapie 4 bzw. EIA)
HIV 5
Keine Immunsuppression bekannt 13
perinatale Infektion 5
unklarer Infektionszeitpunkt 8

Eine genetische Pradisposition fur das Ausbleiben der anti-HBc-Antikorperbildung ist
ebenfalls denkbar. Die Kombination HBsAg positiv, aber anti-HBc negativ trat bei den
in dieser Arbeit untersuchten Fallen bei zwei perinatal infizierten Geschwistern auf.
Ein ahnlicher Fall findet sich auch in der Literatur: In einer Familie waren alle vier
Geschwister anti-HBc negativ (Fiordalisi et al. 1994). Bei der Sequenzierung von drei

dieser Patienten fanden sich neben dem Wildtyp auch Varianten, die zu trunkierten
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Core-Proteinen flhrten, die nicht mehr durch anti-HBc-Testantikdrper prazipitiert
werden konnten.

Eine weitere Mdglichkeit fur die Nichtdetektion von anti-HBc kdnnten also Mutationen
des HBCcAg sein. Zoulim et al. beschrieben einen Patienten mit HBV-assozierter
Leberzirrhose, bei dem das Immunsystem durchaus auf die viralen Antigene
reagierte, aber die humorale Immunantwort auf HBcAg aufgrund von Deletionen

verhindert war (Zoulim et al. 1996).

4.2.1.1 Mutation des HBCcAg

Im Bereich des HBsAg ist eine Immunselektion mit dem Entstehen von Mutationen,
die z.B. der Impfung gegen HBV entkommen und in normalen HBsAg-Tests nicht
mehr nachgewiesen werden kdnnen, bekannt wenn auch extrem selten (Zuckerman
and Zuckerman 2003).

Beim HBCcAg ist die Haufigkeit und die Bedeutung solcher Mutationen noch unklar.
Die strukturellen Anforderungen an das Core-Protein im Rahmen der Capsidbildung
und auf der Capsidaul3enseite der Interaktion mit den Surface-Proteinen (Ponsel and
Bruss 2003) lassen wenig Raum fur Mutationen. In einer Studie zeigten Uuber
Dreiviertel der Aminosauren des HBcAg bei Uber 700 verglichenen Sequenzen keine
Polymorphie. Gerade im Bereich der wichtigen B-Zell-Epitope am Stachel des HBV

fand sich die Mehrzahl der Sequenzvariationen (Chain and Myers 2005).

Abbildung 34:
Sequenzvariation im HBcAg

Verglichen wurden 742 Protein-
sequenzen

Blau: 2 Polymorphismen
3 Polymorphismen
Rot: 4 bzw. > 4 Polymorphismen

(nach (Chain and Myers 2005)

Es konnte gezeigt werden, dass Mutationen im Bereich der AS 50 - 69 (ein
immunodominates Epitop fur die T-Helferzellen) einen direkten Einfluss auf die
Reaktivitat der T-Helferzellen haben (Torre et al. 2004).

Aufgrund der Vermutung, dass Mutationen im Bereich der B-Zell-Epitope auf dem
Core-Protein  auch eine Ursache fur fehlende anti-HBc-Antikbrper bei
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nachgewiesener HBV-Infektion seien konnten, wurde bereits mehrfach das von
entsprechenden Patienten isolierte Material sequenziert.

So wurde z.B. 1991 die entsprechende Region bei zwolf Patienten untersucht
(Melegari et al. 1991). Dabei zeigte sich eine hohe Homologie zu dem
entsprechenden Subtyp von HBV, es fanden sich keine Deletionen und keine
bedeutenden Mutationen. Bei dem untersuchten Kollektiv handelte es sich allerdings
um nosokomial infizierte, juvenile Krebspatienten unter Chemotherapie. Die fehlende
Entwicklung von anti-HBc lasst sich also durch die bestehende Immunsuppression
erklaren. So fand sich auch in Folgeuntersuchungen bei den tberlebenden Patienten
nach bis zu sieben Jahren noch die Bildung von anti-HBc. Einen ahnlichen Fall gab
es auch in GielRen: Bei D5 handelte es sich ebenfalls um einen juvenilen
Krebspatienten, der erst mindestens zwolf Jahre nach Infektion anti-HBc entwickelte.
Ein anderer Aspekt bei der Studie von 1991 war, dass bei den Uberlebenden
Patienten nur niedrige  anti-HBc-Titer  auftraten und  Kklinisch  keine
Leberzellschadigung zu beobachten war. Dies wurde dahingehend interpretiert, dass
eine HBV-Infektion unter Chemotherapie im Stadium der Immunsuppression zu einer
Toleranz bezlglich der viralen Proteine fihren kann. Dieser Umstand ahnelt der
Beobachtung, dass perinatal, also bei noch unreifem Immunsystem, infizierte
Patienten manchmal wenig bzw. auch kein anti-HBc entwickeln.

In einer Studie aus Frankreich wurde von zwei gesunden Blutspendern berichtet, die
anti-HBc negativ, aber HBV infiziert waren (Laperche et al. 2001). Bei beiden zeigte
die Sequenzierung keine Deletionen und keine Mutationen. Beide waren nicht
immunsupprimiert, stammten aber urspringlich aus HBV-Endemiegebieten, sodass
eine perinatale Infektion als Ursache wahrscheinlich erscheint.

Bei den sieben Patienten aus dieser Arbeit, bei denen eine Sequenzierung des HBV-
Genoms madglich war, fanden sich bei funf keine Mutationen und bei zwei lediglich
Mutationen, die nicht die immundominante Region (AS 78 - 83) betrafen (Salfeld et
al. 1989; Pushko et al. 1994). Von diesen sieben Patienten waren drei
immunsupprimiert und vier perinatal infiziert worden. Es konnte also auch in den hier
untersuchten Fallen bestéatigt werden, dass Mutationen im Core-Fenster keine
bedeutende Rolle bei dem fehlenden anti-HBc-Nachweis trotz chronischer Hepatitis
B spielen.

Dies konnte bei der sog. okkulten Infektion anders sein. Bei diesem Infektionstyp

persistiert HBV-DNA in der Leber, aber dem Immunsystem gelingt die Suppression
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der Replikation nahezu vollstandig. HBsAg im Serum und oft auch anti-HBc ist
negativ. So war ungeféhr ein Drittel der okkulten HBV-Trager, die erst bei
Leberresektionen bzw. Leberbiopsien im Rahmen einer Abdominaloperation
identifiziert wurden, anti-HBc negativ (Raimondo et al. 2008). Escape-Mutanten unter
starkem Druck des Immunsystems (immunologische Selektion) kénnten hier die
Ursache sein. Die Sequenzierung von Virusisolaten aus der Leber von Patienten mit
okkulter Infektion zeigte jedenfalls eine ausgesprochen hohe Variabiltat (Pollicino et
al. 2007; Chen et al. 2009). Ein sensitiverer anti-HBc-Test, der restistenter gegen
Mutationen im Core-Protein ist, kdnnte helfen okkulte Infektionen zu entdecken. Anti-
HBc negative Seren von Patienten mit okkulter Infektion wurden jedoch in dieser
Arbeit nicht erneut getestet, da der Nachweis von HBsAg, welches definitionsgemal

bei der okkulten Infektion negativ ist, ein Einschlusskriterium war.

4.2.2 Test mit einem sensitiveren anti-HBc-Test

Ein sensitiverer anti-HBc-Test konnte in manchen Féllen zu einem positiven
Nachweis fur anti-HBc fuhren (Zoulim et al. 1996; Avettand-Fenoel et al. 2006). Das
zeigte sich auch in dieser Arbeit beim erneuten Testen der EIA (Enzygnost von
DADE Behring) analysierten Proben aus Bordeaux mit dem MEIA (AxSymCORE von
Abbott). Die verfugbaren anti-HBc negativen Seren wurden deshalb mit der
sensitiveren, nicht auf Kompetition beruhenden IP erneut auf anti-HBc getestet. Von
den 27 im IP getesteten, urspringlich anti-HBc negativen, Seren waren sieben
positiv und vier grenzwertig. Das Vorhandensein von anti-HBc war dabei unabhangig
vom Abnahmedatum und damit auch der Lagerungsdauer.

Tabelle 6: Zusammenfassung der IP -Ergebnisse
urspringlich anti-HBc negativer Seren

IP Anzahl
Insgesamt: 27 Seren von 22 Patienten
negativ 16 negativ: IP < 4,0 %
positiv 7 positiv: IP > 5.0 %
grenzwertig 4 grenzwertig: 4,0 % <IP <5,0%

Bei acht der elf in der IP positiv bzw. grenzwertig getesteten Seren konnte eine
Kompetition zur Uberpriifung der Spezifitat durchgefuihrt werden, bei drei Seren (zwei
positive und ein grenzwertiges) waren hingegen keine ausreichenden Volumina fur

eine weitere Tests vorhanden. Das Ergebnis liel3 sich bei vier Seren (drei positiven
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und einem grenzwertigen) bestéatigen. Das positive Ergebnis von den andern vier
Seren (zwei positiven und zwei grenzwertigen) liel3 sich hingegen nicht bestatigen.
Fasst man nun die Ergebnisse von der IP und der Kompetition der IP zusammen,

waren 16 der 27 Seren negativ, sieben waren positiv und vier waren unspezifisch.

Anzahl
negativ 16 Tabelle 7: Zusammenfassung der IP -
positiv 7* Ergebnisse unter Beruicksichtigung der

davon positiv in der IP Ergebnisse der Kompetition

5

davon grenzwertig in der IP 2
unspezifisch 4
2

2

* davon bei 3 Seren keine ausreichenden
Volumina fiir eine Kompetition mehr vorhanden

davon positiv in der IP
davon grenzwertig in der IP

Auch mit der sensitiveren, nicht auf Kompetition beruhenden IP gelang es also nur
bei einem kleinen Teil, der im kommerziell erhaltlichen MEIA negativen Seren, anti-
HBc zu detektieren. Bei der Mehrheit blieb auch mit diesem Assay anti-HBc negativ.
Dies galt auch fur die anti-HBe negativen chronisch infizierten Patienten in deren
Bereich vor allem, wie im Kapitel 4.1 beschrieben, der Sensitivitatsgewinn des neuen
Tests lag.

Auch wenn anti-HBc-Antikorper nur bei sehr wenigen Menschen mit einer
chronischen Hepatitis B fehlen bzw. die vorhandenen Antikérper mit der heutigen
Technik nicht nachweisbar sind, kann damit kein anti-HBc-Test allein eine HBV-
Infektion ausschliel3en. Das gilt im Besonderen im Blutspendewesen. Weitere Tests,
wie das Screening auf HBV-DNA, sind notwendig um das Infektionsrisiko fur die
Empfanger zu minimieren. Bei atiologisch unklarer Hepatitis ist, vor allem wenn eine
perinatale HBV-Infektion in Betracht kommt oder bei Immunsuppression des

Patienten, eine Hepatitis B trotz negativem anti-HBc nicht ausgeschlossen.
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5.

Anhang

5.1 Daten zum Sensitivitatsvergleich (IP / MEIA)

In Kapitel 3.2.5. wurden die Ergebnisse im Sensitivitatsvergleich zwischen IP und

MEIA dargestellt.

5.1.1 Ergebnisse aus zusatzlichen Tests zu den Sere

nP1l-P9

Zum Sensitivitatsvergleich wurden neun bekannt anti-HBc positive Seren verwendet.

In de

Testergebnisse aufgefihrt.

r folgenden Tabelle sind die weiteren zu diesen Seren bekannten

S/CO PEIU/mL S/CO
P1 + 161,59 18,07
P2 +
P3 + 202,8
P4 +
P5 + 79,8 0,912 0,076
P6 + 80,97 1,7 0,012
P7 + 84,47 0,912 0,012
P8 - 0,57 14,2 0,065
P9 - 0,031

Tabelle 8: Ergebnisse aus zusatzlichen Tests zu den  Seren P1 - P9
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5.1.2 Messwerte der Verdinnungsreihen (IP und MEIA)

Mit den neun Seren wurden Verdinnungsreihen hergestellt und sowohl im IP als
auch im MEIA getestet. Die entsprechenden Messwerte finden sich in der folgenden
Tabelle.

IP__ | MEIA IP__|[MEIA| IP |MEIA| IP |MEIA|[ IP | MEIA
100 | 0,072 | 165,410,128 | 107,62 | 0,045| 85,95 | 0,107 | 54,13 | 0,059
72,03 | 0,118 | 139,84 | 0,399 116,36 | 0,081 | 85,35 | 0,184 | 39,67 | 0,105
54,51 | 0,177 | 124,96 | 0,522 | 81,98 | 0,084 | 78,88 | 0,298 | 20,82 | 0,255
57,510,330 | 86,17 |0,820| 79,76 |0,088]| 57,26 | 0,400 | 8,54 | 0,810
53,35 | 0,670 | 26,40 (1,418 | 64,04 |0,143| 39,89 | 0,682 | 2,81 | 1,504
26,76 | 1,420 | 6,02 [1,907] 52,73 |0,532| 9,39 | 1,205 | 1,29 | 2,015
535 | 2,063 1,78 [1,957| 22,88 |1,508| 3,20 | 1,844 | 2,44 | 2,236
3,25 | 2,199 | 2,37 |2,090] 695 11,904]| 2,10 | 2,132 | 1,58 | 2,299

MEIA IP__|MEIA|[ IP | MEIA| IP | MEIA
0,324 | 90,76 | 0,087 21,92 | 0,058 | 23,16 | 0,052
0,079 | 100,20 | 0,066 | 32,91 | 0,099 | 21,68 | 0,229
0,106 | 115,24 | 0,084 | 21,30 | 0,253 | 10,91 | 0,758
0,238 | 86,44 |0,133( 7,75 | 0,906 | 3,94 | 1,458
0,902 | 70,73 |0,432( 2,78 | 1,702 | 2,09 | 1,959
1,744 11,55 (1,398| 0,76 | 2,170 | 1,47 | 2,136
2,148 | 3,34 [1,841| 0,63 | 2,217 | 1,57 | 2,264
2,157 | 2,56 |2,102] 0,60 | 2,295 1,19 | 2,030

Tabelle 9: Verdunnungsreihen im IP und im MEIA

Hellgraue Felder: negativ getestete Verdiinnungsstufe

5.2 Daten zu den HBsAg positiven, anti-HBc negative  n Seren

In Kapitel 3.3 wurden die Ergebnisse zu anti-HBc negativen, HBsSAg positiven Seren
dargestellt. Zu diesen Seren sind in jeweils drei Tabellen die Ergebnisse aus
zusatzlichen Tests (Kapitel 5.2.1) und der unterschiedlichen anti-HBc-Tests (Kapitel
5.2.2) aufgefuhrt.



5.2.1 Ergebnisse aus zusatzlichen Tests

Im Folgenden sind zu den Seren bekannte Daten und Klinische Informationen,

inklusive weiterer bekannter Serumproben der Patienten, aufgefuhrt.

5.2.1.1 Seren vom CHU in Bordeaux, Frankreich (F1- F10)

In der Tabelle sind die weiteren Daten zu den Seren aus der virologischen Diagnostik
des CHU aufgefuhrt. Im untersuchten Zeitraum fanden sich 14 Seren von 10
Patienten mit der gesuchten Konstellation (anti-HBc negativ, aber HBsAg positiv).

Von 10 Seren war ausreichend Volumen zur Testung vorhanden. Zwei weitere Seren
von zwei Patienten wurden aber spater noch ausgeschlossen, da bereits der MEIA in

Giel3en anti-HBc nachweisen konnte.

Datum Dauer der |Klinische | anti- |HBsAg | anti- | HBeAg [anti- | HBV-DNA
Infektion Infos HBc* HBs HBe | [Mcopies/ml]

F1 Jul. 04 ? HIV - + - + -
F21 | Sep.02 ? - + - + -
F2.2 Mrz. 05 + + - + -
F3.1 Aug. 02 + - -
F3.2 Apr. 04 + + - + - >200
F3.3 Jan. 05 >6m - + - + -
F4.1 Okt. 02 ? + + - + -
F4.2 Nov. 02 - + - + -
F5d | Jun.06 ? - + - + - < 0,06
F5.2 Jul. 07 - + - + - -
F6 Aug. 03 ? HIV - + - + - > 200
F7.1 Okt. 02 - + - + - 5,24
F7.2 Mrz. 03 5,5m - - + - 6,71
F8.1 Jan. 03 HIV - + - + -
F8.2 Sep. 05 >6m - + - + - 0,06
F8.3 Mrz. 06 >110
Fo.1 Aug. 02 HIV - + - + -
F9.2 Sep. 02 - + - + -
F9.3 Nov. 03 >6m - + - + - 171
F10 Mai. 05 ? - + - - -

Tabelle 10: Daten zu Seren vom CHU in Bordeaux, Frankreich

F1 - F10: 10 Patienten mit mindestens einem anti-HBc negativen Serum
Fettgedruckte Nummern: Anti-HBc negative Seren im untersuchten Zeitraum (14 Seren)
Anti-HBc*: EIA von Dade Behring, durchgefiihrt am CHU
Hellgraue Felder: Seren, von denen ausreichend Volumen zur Testung vorlag (10 Seren)
F2.1 und F5.1 wurden spéater im MEIA positiv fir anti-HBc getestet und
deshalb ausgeschlossen
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5.2.1.2 Seren vom Universitatsklinikum in GieBen (D 1 - D5)

Eine weitere Quelle war die virologische Diagnostik des Universitatsklinikums in
Gielden.

evtl.
D1.1 | Okt. 99 perinatal -

D1.2 | Jan. 02 ? -
D2.1 | Mrz. 04 Sarkom -
D2.2 | Apr. 04 HCV -
D2.3 | Sep. 04 -
D2.4 | Okt. 04 >6m -
D2.5 | Jan. 05
D2.6 | Feb. 05
Jan. 01 akut Blutspender| - + -

[ Da]
D3.2 | Feb. 01
D3

[D4.1]

+ o+ + |+

+ + [+ + + + + +

2002
Mrz. 99 akut Blutspender| - + -
D4.2 | Nov. 99 + +

D5 | 1986-91 Sarkom -
D5.1 1992 >6m -
D5.2 1993 -
D5.3 | 1994 -
D5.4 | 1995 -
D5.5| 1997 -
D5.6 1998 + +
D5.7 | 2002 + +

+
+
1

+ + + +
+

+
+ + 4+ +

Tabelle 11: Daten zu Seren vom Uniklinikum in GieBe n

D1-D5: 5 Patienten mit mindestens einem anti-HBc negativen Serum
Fettgedruckte Nummern: anti-HBc negative Seren im untersuchten Zeitraum (12 Seren)
D3 und D4 erwiesenermal3en lediglich Friihphase der Infektion, deshalb
sofort ausgeschlossen
Hellgraue Felder: Seren, von denen ausreichend Volumen zur Testung vorlag (7 Seren)
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5.2.1.3 Seren vom Konsiliarlabor fur Hepatitis B in

GielR3en (K1 - K11)

K1 Jun. 97 ? Blutspender - +

K2 Okt. 98 ? Blutspender - + -

K3 Dez. 99 ? LeberTX - + -

K4.1 Nov. 92 >6m Leukamie +¥* - +

K4.2 Sep. 94 +** - +

K4.3 Okt. 95 - + -

K4.4 Nov. 03 - + - +
K5.1 1999 >6m HIV ok + +
K5.2 Aug. 04 - + +
K6 Nov. 04 >6m perinatal - +

K7 Dez. 04 >6m perinatal - + - +
K8.1 Nov. 05 >6m - + -

K8.2 Dez. 06 - - +

K9.1 Feb. 02 >6m perinatal - + +
K9.2 Sep. 02 - + - +
K9.3 Mrz. 03 - + +
K9.4 Nov. 03 - +

K10.1| Dez. 98 >6m perinatal S + +
K10.2 | Okt. 04 - + +
K11.1| Apr.01 >6m perinatal Sk + +
K11.2| Okt. 04 - + +

Tabelle 12: Daten zu Seren aus dem Nationalen Konsi

K1-K11: 11 Patienten mit mindestens einem anti-HBc negativen Serum
Hellgraue Felder: Seren, die zur Testung vorlagen (12 Seren)

*. Ergebnis des anti-HBc-Tests der einsendenden Institution

**: zunadchst positiver anti-HBc-Titer, spater Verlust bei Immunsuppression

***: positiver anti-HBc-Titer kurz nach der Geburt, vermutlich Leihtiter

5.2.2 Anti-HBc (IP und MEIA im Vergleich)

larlabor fur Hepatitis B

Im Folgenden sind die Ergebnisse der unterschiedlichen anti-HBc-Tests aufgelistet.
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5.2.2.1 Seren vom CHU in Bordeaux (F1 - F10)

Bei diesen Seren wurde in Bordeaux ein EIA zum anti-HBc-Nachweis durchgefihrt.
In GieRen wurde dann, falls das Volumen der Probe ausreichte, mit dem MEIA
getestet. Dabei waren zwei Seren (F2.1 und F5.1) doch anti-HBc positiv und wurden
von der weiteren Testung (IP und Komp. der IP) ausgeschlossen. Von vier anti-HBc
negativen Seren (F7.2, F8.1, F9.1 und F9.2) war weder fir die IP noch fir einen

MEIA ausreichend Volumen vorhanden.

F1 [ Jul. 04 - - 1,66 - 027
|F211 | Sep. 02 - + 0,94
F2.2| Mrz. 05 +
F3.1| Aug. 02 +
F3.2| Apr. 04 +
F3.3| Jan. 05 - * + 72095| + 13
F4.1| Okt. 02 +
F4.2| Nov. 02 - * + 8724 + 15,6
[F5: | Jun. 06 - + 0,51
F5.2| Jul. 07 -
F6 | Aug. 03 - - 1,03 +  1153| - 120,5
F7.1| Okt. 02 - - 1,84 - 014
F7.2| Mrz. 03 - * *

F8.1| Jan. 03 - * *

F8.2| Sep. 05 - - 1,7 - 057
F8.3| Mrz. 06
F9.1| Aug. 02 - * *

F9.2| Sep. 02 - * *

F9.3| Nov. 03 - - 1,74 - 275
F10 | Mai. 05 - - 1,86 - 358

Tabelle 13: Anti-HBc-Testergebnisse (F1 - F10)

EIA: Enzym-Immunoassay, durchgefiihrt in Bordeaux
MEIA: Mikropartikel-Enzym-Immunoassay, durchgefiihrt in GielRen
[S/CO] = Sample to cut off
IP: Immunprézipitation mit Protein G-Dynabeads und radioaktiv markiertem Capsid zum Anti-
HBc-Nachweis, Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG
[%] = Prozent vom Standardserum
Komp. der IP: Kompetition der IP mit unmarkiertem Capsid
[%6vuE] = Prozent vom urspriinglichen Ergebnis

Fettgedruckte Nummern: Anti-HBc negative Seren im untersuchten Zeitraum (14 Seren)
Hellgraue Felder: Seren, von denen ausreichend Volumen zur Testung vorlag (10 Seren)
F2.1 und F5.1 wurden spater im MEIA positiv fir anti-HBc getestet und
deshalb ausgeschlossen
*: nicht ausreichend Volumen fir diese Testung vorhanden
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5.2.2.2 Seren vom Universitatsklinikum in GieBen (D 1 - D5)

In der virologischen Diagnostik in Giel3en wurden zunachst funf Patienten
identifiziert, bei denen mindestens ein Serum die gesuchte Konstellation (anti-HBc
negativ, HBsAg bzw. HBV positiv) aufwies. Zwei der Patienten (D3 und D4) wurden
dann allerdings ausgeschlossen, da weitere Serumproben zeigten, dass es sich
jeweils nur um eine sehr frihe Neuinfektion handelte.

D1.1 | Okt. 99

D1.2 | Jan.02 - >]1 - 3,40

D2.1 | Mrz. 04 -

D2.2 | Apr.04 - >1 - 1,95

D2.3 | Sep. 04 - >1 +/- 4,56 + 38,5

D2.4 | Okt. 04 - >1 - 0,90

D2.5| Jan.05 + 0,606 - 2,26

D2.6 | Feb. 05 + 0,223 + 16,83 + 8,1
Jan. 01 - >1 - 3,04

D3.2 | Feb.01 + 0,435 + 111,49
Mrz. 99 - >1 - 0,69

D4.2 | Nov. 99 + 0,054 + 68,94

D5 1986-91 - >1

D5.1 1992 - >1

D5.2 1993 - >1

D5.3 1994 - >1 - 2,14

D5.4 1995 - >1 - 1,48

D5.5 1997 - >1 + 16,05 + 29,0

D5.6 1998 + 0,909 + 7,36

D5.7 2002 + 0,097 + 69,48

Tabelle 14: Anti-HBc-Testergebnisse (D1 - D5)

MEIA: Mikropartikel-Enzym-Immunoassay
[S/CO] = Sample to cut off
IP: Immunprazipitation mit Protein G-Dynabeads und radioaktiv markiertem Capsid zum Anti-
HBc-Nachweis, Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG
[%] = Prozent vom Standardserum
Komp. der IP: Kompetition der IP mit unmarkiertem Capsid
[%vuE] = Prozent vom urspriinglichen Ergebnis

DURKEIGralEIFelderd D3 und D4 erwiesenermalRen lediglich Frilhphase der Infektion, deshalb
sofort ausgeschlossen

Fettgedruckte Nummern: unklar anti-HBc negative Seren im untersuchten Zeitraum (10 Seren)

Hellgraue Felder: Seren, von denen ausreichend Volumen zur Testung vorlag (7 Seren)
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5.2.2.3 Seren vom Konsiliarlabor fur Hepatitis B in GielR3en (K1 - K11)

Bei den Seren vom Nationalen Konsiliarlabor fir Hepatitis B handelt es sich um
Seren, die von verschiedenen Orten in Deutschland zur weiteren Beurteilung nach
Giel3en gesandt wurden. Deshalb ist in der folgenden Tabelle unter anti-HBc
zunachst der Ort des anti-HBc-Tests, dann das Testergebnis (positiv oder negativ)

und dann falls bekannt die Art des einsetzten Tests und das Testergebnis in Zahlen

angegeben.
Datum anti-HBc IP Komp. derIP
Ort Art [S/CO] [%] [%VUE]
K1 Jun. 97 Giel3en - MEIA 1,56 - 0,12
K2 Okt. 98 Gielen - MEIA 1,76 +/ - 4,16 - 118,4
K3 Dez. 99 GielRen - MEIA 1,26 +/ - 4,00 - 96,0
K4.1 | Nov. 92 | Homburg + MEIA >1
K4.2 | Sep.94 | Homburg + MEIA >1
K4.3 | Okt. 95 Homburg - MEIA >1 + 18,48 - 86,3
K4.4 | Nov. 03 | Homburg - MEIA >1 - 1,91
K5.1 1999 Heidelberg +
K5.2 | Aug. 04 | Heidelberg - MEIA <1 - 2,83
K6 Nov. 04 | Oeynhausen - - 3,43
K7 Dez. 04 | Saarbriicken - MEIA >1 - 2,10
K8.1 [ Nov. 05 Kolin -
K8.2 | Dez. 06 Giel3en - MEIA 1,91 - 2,40

K9.1 | Feb.02 Diepholz -
K9.2 | Sep. 02 Diepholz -
K9.3 | Mrz. 03 Diepholz -

K9.4 | Nov. 03 GielRen - MEIA 1,33 +/- 4.7 *
K10.1 | Dez. 98 Mdinster +
K10.2 | Okt. 04 Miinster - + 17,9 *
K11.1 | Apr.01 Mnster +
K11.2 | Okt. 04 Miinster - + 36,3 *

Tabelle 15: Anti-HBc-Testergebnisse (K1 - K11)

Anti-HBc: kommerziell erhéltlicher Assay der einsendenden Institution
[S/CO] = Sample to cut off
IP: Immunprazipitation mit Protein G-Dynabeads und radioaktiv markiertem Capsid zum Anti-
HBc-Nachweis, Phosphoimager Scan von getrocknetem SDS-PAG
[%] = Prozent vom Standardserum
Komp. der IP: Kompetition der IP mit unmarkiertem Capsid
[%vuE] = Prozent vom urspriinglichen Ergebnis

Hellgraue Felder: Seren, die zur Testung vorlagen
*: nicht ausreichend Volumen fur die Kompetition vorhanden
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Abklrzungen und Einheiten

Ak, ab
anti-HBc

anti-HBe

anti-HBs

anti-HBx

AS
ATP
[V*2P] ATP

BSA

bzw.

ca.
cccDNA

Ci

cpm
C-terminal
CHU

Da

d.h.
dH.0O

Antikdrper, antibody
Antikérper gegen das
Hepatits-B-Core-Protein
Antikorper gegen das
Hepatits-B-e-Protein
Antikérper gegen das
Hepatits-B-Surface-
Protein

Antikérper gegen das
Hepatits-B-x-Protein
Aminoséure
Adenosintriphosphat
mit Phosphor®? markiertes
ATP

Basenpaar
Bovines Serum Albumin

bezeihungsweise

circa

covalently closed
circulated DNA
Curie

counts pro min
carboxyterminal
Centre Hospitalier

Universitaire, Bordeaux

Dalton
Tag
das heif3t

destilliertes Wasser

DMEM

DMSO
dRIA

DTT
E.coli
EDTA
EGTA
eHBc
EIA

evtl.

FKS

g
gof.

h
HBc, HBCAg

HBe

HBs, HBsSAg

HBXx
HBV

Dulbeccos Modified
Essential Medium
Dimethylsulfoxid
direkter
Radioimmunassay
Dithiothreithol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-
Tetraessigsaure
extrazellulare Capside
Enzymimmunoassay

eventuell

Fotales Kalberserum

Gravitationskraft oder Gramm

gegebenenfalls

Stunde
Hepatitis-B-Core-Protein
bzw. Hepatitis-B-Core-
Antigen
Hepatitis-B-e-Protein
bzw. Hepatitis-B-e-
Antigen
Hepatitis-B-Surface-
Protein bzw. Hepatitis-B-
Surface-Antigen
Hepatitis-B-x-Protein

Hepatitis-B-Virus
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iHBC

IMV

IVD

JLU

IHBs

mADb
B-ME
MEIA

MES

MHBs

min
MW

NAG
NAGE

NLS
NPC
NP-40
nt

N-terminal

Internationale Einheiten
intrazellulare Capside
Institut flr Medizinische
Virologie, Giessen
Immunpréazipitation

In vitro-Diagnostika

Justus-Liebig-Universitat

Liter
Large-Hepatitis-B-

Surface-Protein

monoklonarer Antikdrper
B-Mercaptoethanol
Mikropartikel-
Enzymimmunoassay
2-(N-morpholino)-ethane
sulfonic acid
Middle-Hepatitis-B-
Surface-Protein

Minute

Molekulargewicht

natives Agarosegel
native
Agarosegelelektophorese
nuclear localisation signal
nuclear pore complex
Nonidet P-40

Nukleotid

aminoterminal

ORF

PAG
PAGE

PBS
pds
PEI
pPgRNA
PK
PKC

POD
PrHBc

PrHBc*

PVDF

rcDNA
rHBc

RKI
RT

S/ICO

open reading frame

Polyacrylamidgel
Polyacrylamid-
gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte
Kochsalzl6sung

partially double stranded,
partiell doppelstrangig
Paul-Ehrlich-Institut
pragenomische RNA
Proteinkinase
Proteinkinase C
Peroxidase
phosphorylierte,
rekombinante in E.coli
exprimierte Core-Partikel
radioaktiv (mit [y*?P] ATP)
phosphorylierte,
rekombinante in E.coli
exprimierte Core-Partikel

Polyvinylendifluorid

relaxed circulated DNA
rekombinante in E.coli
exprimierte Core-Partikel
Robert-Koch-Institut
reverse Transkription bzw.

Raumtemperatur

Sekunde
sample to cut off,
Probe im Verhaltnis zur

Ausschlussgréfe
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SDS
SHBs

TAE
TCA

Tris

Sodiumdodecylsulfat
Small-Hepatitis-B-Surface
Protein

TRIS Acetat EDTA
Trichloric acid,
Trichloressigsaure
Trishydroxy-

methylaminomethan

Unit, Einheit

viv

WHO

w/v

wiw

volume / volume,

Volumenprozent

World Health Organization
weight / volume, Gewicht pro
Volumen

weight / weight,

Gewichtsprozent

109



Zusammenfassung

Unter den verschiedenen Antigenen des Hepatitis B Virus (HBV) fuhrt das Hepatitis B
Core Antigen (HBCcAgQ) zur starksten Immunreaktion. So kommt es im Rahmen einer
Hepatitis B in den allermeisten Fallen zur Bildung von Antikdrpern gegen HBCAg
(anti-HBc).

Unter 3309 Hepatitis B Surface Antigen (HbsAQ) positiven Seren wurden durch einen
kommerziell erhaltlichen (Mikropartikel)-Enzym-Immunoassy (M / EIA) 34 Proben von
22 Patienten anti-HBc negativ getestet. Bei der Suche nach mdglichen Ursachen fur
das Fehlen von anti-HBc bei diesen Patienten zeigte sich, dass neun Patienten
immunsuppremiert waren bzw. bei ihnen eine HIV-Koinfektion vorlag. Bei 13
Patienten, funf davon wurden perinatal infiziert, war allerdings keine
Immunsuppression bekannt. Das HBc-Gen konnte bei sieben Patienten sequenziert
werden. Dabei fanden sich keine Mutationen, die das negative Ergebnis im anti-HBc-
Test erklaren kbnnten.

Zur Reevaluation der Seren wurde ein neuer anti-HBc-Test entwickelt: Die im Serum
enthaltenen Antikérper wurden dabei an Protein G beschichtete magentische
Kiigelchen gebunden und anti-HBc Uber **P-markiertes rekombinantes HBcAg
nachgewiesen. Die radioaktive Markierung erfolgte durch carboxyterminale
Phosphorylierung des HBcAg, wie sie auch Teil des naturlichen Replikationszyklus
von HBV ist. Da rekombinant hergestellte Capside keine Proteinkinase enthalten
wurde Proteinkinase C zu dissoziierten Capsiden zugefugt. So konnten die Core
Proteine radioaktiv phosphoryliert werden. Anschlielend wurden die Capside
rekonstituiert. Die Spezifitat der Immunprazipitation (IP) konnte durch Kompetition mit
unmarkiertem HBcAg kontrolliert werden. Um die Sensitivitdt zu Uberprifen wurden
Verdinnungsreihen parallel mittels IP und MEIA getestet. Dabei war die IP bei anti-
HBe positiven Seren 1,8fach (1,3 - 2,9) sensitiver als der MEIA, wéhrend sie bei anti-
HBe negativen Seren von chronisch Infizierten 6,5fach (5,8 - 7,4) sensitiver war.

Von den 34 HbsAg positiven, anti-HBc negativen Seren war von 27 ausreichend
Volumen fiur die IP vorhanden. IP testete davon sieben Seren positiv, vier
unspezifisch und 16 ebenfalls negativ. Auch mit der sensitiveren IP blieben Seren
negativ. Ein negativer anti-HBc-Titer allein reicht damit nicht aus um eine Hepatitis B
auszuschliel3en, weitere Tests (z.B. HBV-DNA) sind hierzu notwendig.
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Summary

Core antigen (HBcAQ) is the most immunogenic component of hepatitis B virus (HBV)
and is believed to induce virtually always antibodies (anti-HBc) in infected individuals.
Among 3309 hepatitis B surface antigen (HBsAQ) positive sera 34 samples from 22
patients were identified to be negative for anti-HBc in commercially available
(microparticle) enzyme immune assays (M / EIA). As possible reasons for the lack of
anti-HBc in these patients nine patients were identified suffering from
immunosuppression or HIV coinfection. Thirteen patients were immunocompetent;
five of them were perinatally infected. Sequence data of the HBc gene were available
from seven patients. None of the obsessed mutations should have affected the major
epitopes and should have led to formation of aberrant anti-HBc.

For re-evaluation of these sera a new assay for anti-HBc was developed: Protein G-
coated magnetic beads separated the antibodies and 32P-labelled recombinant
HBcAg marked the anti-HBc-antibodies. Labelling was achieved by carboxyterminal
phosphorylation as it is part of the life cycle of HBV. Because recombinant capsids do
not contain protein kinases, protein kinase C was added to dissociated capsids
followed by radioactive phosphorylation of the core proteins and subsequent
reconstitution of the capsids.

Specifity of the immune precipitation (IP) was controlled for by competition with
unlabelled HBcAg. Sensitivity of the IP was controlled by testing dilutions of anti-HBc
positive sera with and the MEIA in comparison. IP was found to be 1.8-fold (1.3 - 2.9)
more sensitive than MEIA using anti-HBe positive sera, but 6.5-fold (5.8 - 7.4) more
sensitive with anti-HBe negative sera of patients with chronic hepatitis B.

Out of the 34 HBsAg positive, anti-HBc negative serum samples 27 were available in
sufficient volumes to perform IP. IP was positive in seven, unspecific in four and
negative in 16 sera. Even with the more sensitive IP some serum samples remained
negative. Therefore a negative titre of anti-HBc alone is not sufficient to rule out a

hepatitis B, further testing (for example HBV-DNA) is necessary.
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