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Wir alle fallen. Diese Hand da fallt.
Und sieh dir andre an: es ist in allen.

Und doch ist Einer, welcher dieses Fallen
unendlich sanft in seinen Handen halt.

Rainer Maria Rilke

...meinen Eltern
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1. Einleitung

1.1 Geschichte, Epidemiologie und Ubertragung desdatitis B

Virus
Obwohl schon im Altertum bekannt, so findet man tdasst im Jahre 1885 die
Beschreibung der Infektiositat einer ,Gelbsuchtenkung® durch Lirmann.
Den Schilderungen zufolge handelte es sich beediEsankheit wahrscheinlich um
eine Infektion am Hepatitis B Virus (HBV), die nadbr Impfung von Werftarbeitern
mit einer Pockenvakzine auftrat. Weitere 78 Jahussten vergehen, bis 1963 B.S.
Blumberg zufallig ein Antigen im Blut eines ausisahen Ureinwohners fand
(Blumberg et al.,, 1967), das sich bald darauf alarkdr einer Hepatitis B
herausstellte.
Dieses 20 nm grol3e Australia-Antigen enthielt dilegs keine Nukleinsauren. Erst
1970 entdeckte Dane elektronenmikroskopisch 45 nofReg Partikel, die auf ihrer
Oberflache das Australia-Antigen aufwiesen. In etes Partikeln fand
J. Almeida ein ,Core-Partikel”, welches auch algigen wirkt und spéter als HBcAg
bezeichnet wurde (Almeida et al.,, 1971). W.S. Rebimentdeckte 1973 in diesen
Partikeln eine endogene DNA-Polymerase und 1974 etisprechende DNA
(Robinson et al.,, 1974). Daraufhin wurde das Alist#/antigen als Hepatitis-B-
Surface-Antigen (HBsAg) und die Dane-Partikel alephtitis-B-Virus (HBV)
bezeichnet.
Im Jahre 1979 gelang die Klonierung und Sequenzgedes HBV-Genoms, wodurch
der Weg fur eine sichere und kostengiinstige Va&rimg gegen eine Infektion mit
HBV frei war. 1998 beschlol3 die ,World Health Orgaation® (WHO) durch
weltweite und flachendeckende Impfungen HBV auszeno
Die veraltete Bezeichnung der Hepatitis B als ,8drapatitis* wurde v.a. wegen des
hauptsachlich angenommenen perkutanen Ubertrageggswerwandt. Dagegen ist
heute bekannt, dass die vorwiegende UbertragungHBW nicht perkutan, sondern
allenfalls verdeckt perkutan stattfindet, weil da$BsAg in beinahe allen
Korperflissigkeiten nachgewiesen werden kann. Dadeolngestion ist hierbei eher
ineffektiv, wohingegen Intimkontakte (insbesondéeeschlechtsverkehr) und die
perinatale  Transmission  ausgepragte Infektionsroliigdiiten  darstellen.



Das menschliche Reservoir fir HBV ist mit weltwaa. 350 Mio. chronisch
Infizierten immens, wobei die Durchseuchung in dmmeinigten Staaten, in Mittel-
und Nordeuropa mit 0,1 bis 0,5 % als niedrig zuelb@men ist. Hingegen ist die
Pravalenz insbesondere im fernen Osten und inesiniigppischen Landern mit 5 bis
20 % sehr hoch. Die unterschiedlichen Pravalenzrapeegeln das unterschiedliche
epidemiologische Muster der HBV-Infektion wider.dtbei ist im fernen Osten die
Infektionsrate insbesondere bei Sauglingen undnkiedern so hoch, weil dort die
perinatale Infektion im Vordergrund steht. In Nardgpa und den Vereinigten Staaten
machen ungeschitzte sexuelle Kontakte, intraventéBgogenkonsum und
Nadelstichverletzungen die Hepatitis B zu einerr&mkung des Jugendlichen oder

jungen Erwachsenen.

1.2 Virusmorphologie

HBV gehort zur Familie der Hepadnaviridae und zurn@ Orthohepadnavirus
(Robinson, 1993). Wie der Name schon sagt sindMitglieder dieser Virusfamilie
hepatotrop und Uberdies aul3erst speziesspezifdbei wurden Orthohepadnaviren
in unterschiedlichen Primatenarten, bei zwei Hoemspezies und Avihepadnaviren
bei einigen Vogelspezies gefunden. Das HepatitiéirBs ist wie alle Hepadnaviren
ein umhdlltes Virus mit einem ikosaedrischen Kapsidl partiell doppelstrangiger
DNA (Summers et al., 1975). Das Kapsid wird aus 240schiedenen Core-
Proteinuntereinheiten gebildet (Boéttcher et al.97,9Conway et al., 1997), die als
Dimere spontan zu T4 symmetrischen Ikosaedern ddmean konnen. Innerhalb des
Core-Partikels befindet sich die virale Nukleing(Robinson et al., 1974), die als 3,2
Kilobasen grof3e zirkulare DNA vorliegt. Die Viruglglbesteht aus drei in einer
Lipidmembran eingelagerten Oberflachenproteinen \(H8urface proteins, HBS)
(Almeida et al., 1971), die im Serum infizierter titaten als nichtinfektitse
spharische oder filamentdse Partikel gefunden wel@obinson, 1977). Alle drei
besitzen einen gemeinsamen Proteinanteil, das Si#sher auch als S-(small)-HBs
bezeichnet wird; das mittlere Protein enthalt zlg#t die PraS2-Doméane (M-
(middle)-HBs), das grol3e neben der PraS2-Doméné e PraS1-Domane (L-
(large)-HBs). Die praS1-Domane des LHBs und diSgrfBomane des MHBs weisen
als hydrophile flexible Strukturen nach aul3en, waebeachten ist, dass praS1 eine
duale Topologie besitzt. LHBs wird zunachst miteeirzytosolischen PraS1- und
PraS2- Doméane synthetisiert. Spater wird es verohutim Trans-Golgi-Apparat



modifiziert, wo ein Teil der praS-Domanen umklagpinmal sind die PraS-Doménen
auf der zytosolischen Seite lokalisiert, wobei @mdere Teil auf der Virushulle
exponiert wird. Aufgrund dieser Topologie sind dteaS-Regionen fur Antikdrper
(Heermann et al., 1984), fir Rezeptoren (Neurat.ef1992) und auch fiur Proteasen
(Heermann et al.,, 1987) zuganglich. Dabei besit#BS bzw. die S-Domane,
wenigstens zwei, aller Voraussicht nach aber vigdrédphobe transmembranére
Helices sowie eine innere Schleife (AS 28-79) ume @ul3ere Schleife (AS 99-161),
wobei letztere die HBsAg-Determinanten tragt. Iissget enthalten SHBs bzw. die S-
Doméne 14 Cysteine, die untereinander Uber Didurlificken stark vernetzt sind
(Mangold et al., 1993; Mangold et al., 1995) undngdfiir den konformationellen
Aufbau der HBs-Determinanten sorgen (Gilbert et 2005). Am endoplasmatischen
Retikulum sprossen SHBs bzw. die S-Domane zu Rdmtikus bzw. umhillen die
Core-Partikel, wodurch das komplette HBV-Partikebiddet wird. Die subviralen
spharischen Partikel enthalten einen geringen AateilLHBs, im Gegensatz zu den
Viren und Filamenten. SHBs ist in allen Partikela Hauptkomponente, MHBs eine
Nebenkomponente mit bislang noch ungeklarter FonktMHBSs ist in der Pra-S2-
Doméne N- und O-glykosyliert und bindet modifizestSerumalbumin (Schmitt et al.,
1999 und 2004). Eine losliche Form des Core-Prsteiimd von der infizierten Zelle
sezerniert. Dieses HBeAg ist fur die Virusvermelgruncht essentiell, sondern es

wirkt als Immunmodulation und wird meist nur behleo Viramie gefunden.
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Abb.1 Schematischer Aufbau der Oberflachenstrukbiemme des HBV. Dargestellt sind
nacheinander der Aufbau von SHBs (A), MHBs (B) whtBs (C). Liver attachment
site: Hepatocytenbinderegion, mab MA 18/7: mono&len Antikdrper gegen die
praS1-Region gerichtet (AS 20-23, Genotyp D), myristinsdure-Rest am
Aminoende, N-glyc: asparagingekoppeltes OligosatghdNH-Acetyl: Acetyl-Rest

am Aminoende, O-Glyc: Threoningekoppeltes Oligobadd. Die Abbildungen
stammen aus dem Institut fir Medizinische Virologge JLU-Giel3en.



1.3 Genotypen des HBV

Durch Analyse der DNA Sequenz des kompletten Genodes Teilbereichen des
HBV-Genoms erfolgt die Genotypisierung der Hepatii Viren. Derzeit kann man
die sieben Genotypen A bis G in der Gruppe der mamaHepatitis B Viren
unterscheiden (Stuyver et al., 2000). Es mul3 eiterdohied von mindestens 8 %
zum Vergleich des kompletten HBV-Genoms vorliegam, einen neuen Genotyp zu
begriinden (Magnius und Norder, 1995; Norder etl892; Okamoto et al., 1988).
Daneben steht auch der Vergleich der TeilsequeszHig/-Genoms (Hepatitis B
Surface-Gensequenz) bereit, bei dem man Untersshigth mehr als 4,1 %
beobachten muss, um die Zugehoérigkeit zu einem mébenotyp zu begrinden.
Ferner existiert die Einteilung in verschiedene t@obn des Hepatitis B Virus
aufgrund ihrer Reaktivitat mit unterschiedlichentidaren. Verwendet wurden subtyp-
spezifische Antikdrper gegen das Hepatitis B Sedamtein (HBsAg). Damit wurden
neun verschiedene Subtypen unterschieden (Couawet- et al., 1983). Es wurden
die a-Determinante (bei allen Subtypen), 2 Subdetermeraft odery, undw oderr)
sowie weitere Subderterminanteng- und g+ beschrieben. Es resultieren die
Subdeterminanten aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw4, adrq+ und adrg-.

Die Genotypen sind geographisch unterschiedlickeiferGenotyp A ist pandemisch,
aber vorwiegend in Nordwesteuropa, Nordamerika dedtralamerika lokalisiert.
Genotyp B findet sich vorwiegend in Indonesien,@hund Vietnam; Genotyp C in
Ostasien, China, Japan, Korea, Polynesien und afietrisenotyp D ist pandemisch;
Genotyp E findet sich in West- und Zentralafrikeen@typ F in Stdamerika und
Polynesien; Genotyp G wahrscheinlich vorwiegenBrankreich und den Vereinigten
Staaten (Andre, 2000; Tanaka, 2000; Stuyver et 281Q0; Lindh et al., 1999).
Interessant ist, dass z.B. ein niedrigerer Theeafuly mit alpha-Interferon bei
chronisch infizierten HBV-Tragern mit dem Genotypir@ Vergleich mit Patienten,
die den Genotypen B hatten, beobachtet werden &ofiKé&o et al.,, 2000). Ein
wichtiger Aspekt, der die Immunisierung von Patentbetrifft, beschreibt den
unterschiedlichen Impferfolg bzw. das Auftreten viompfausfallen in bestimmten
~Genotypregionen®“. Es wurde z.B. in einem Verbnegsgebiet mit dem héchsten
Auftreten des HBV-Genotyps D von einer Impfung deim Genotyp A berichtet, bei

der im Anschluss ein Impfausfall aufgetreten waar(@an et al., 1990).



1.4 Pathogenese und Klinik beim Infektionsprozess

Das im Blut antransportierte Virus interagiert tbaren noch weitgehend ungeklarten
Mechanismus mit unbekannten OberflachenstruktussnHdpatozyten. Dabei bindet
das Virus auf seiner Seite mit einer bestimmten maséiurensequenz der praS1-
Region mit dem Hepatozyten.

Anschlie3end repliziert das Virus im Hepatozytere iolgt: Vermutlich wird die
HBs-Hulle vor dem Transport des Core-Partikels Kernzellmembran abgestreift
(Kann und Gerlich, 1998). Dort wird das core in deéernporen erdffnet und das
Genom in das Nukleoplasma entlassen (Rabe et @D3)2 Die allein durch
Basenpaarung in zirkularer Form gehaltene DNA wkoyalent verschlossen. Es
entsteht die ccc-DNA. Zunéchst wird von einem Sjratieser DNA ein RNA-
Intermediat hergestellt, mit Hilfe dessen unter w&mdung der HBV-kodierten
reversen Transkriptase im Innern der Core-PargkeMinusstrang der DNA gebildet
wird. Eine Kopie wird als Plusstrang von der Polyase gebildet. Danach wird das
virale Kapsid am endoplasmatischen Retikulum von diealen Hullproteinen mit
einer zellularen Membran umgeben und vermutlichr dlea Golgi-Apparat sezerniert
(Kann und Gerlich, 1998). Fur die Sekretion dere¥isind das SHBs und das LHBs
essentiell. Durch die duale Topologie des LHBsdist PraS-Doméane zunachst im
Zytosol lokalisiert und vermittelt die Interaktiomit den gereiften DNA-haltigen
Core-Partikeln. Spater wird etwa die Halfte derS2Eomanen auf die Oberflache der
Partikel transloziert, so dass sie dann auch fiiereineuen Infektionsvorgang zur
Verfigung stehen (Kann und Gerlich, 1998).

Immunpathogenese:

HBV wirkt nicht zytopathogen, die hepatotoxischerkng der Infektion mit HBV
wird mafigeblich durch die induzierte Immunreakti@rvorgerufen. Teile des Virus
werden von MHC Klasse | Molekilen auf der Hepatemgberflache prasentiert,
woraufhin CD8-positive Lymphozyten spezifische zgiasche T-Lymphozyten
aktivieren. Bei diesem Proze3 werden Mediatoreng wnterferon y oder
Tumornekrosefaktos- freigesetzt, die zur Apoptose der Hepatozyten diihr
Dabei ist der weitere Verlauf der Erkrankung mafigebvom Alter des Patienten
abhangig. Bei Neugeborenen und Kleinkindern gelet mheist asymptomatische
Infektion meist in eine chronische Form Uber. Beiv&chsenen unterscheidet man
prinzipiell drei Verlaufsformen: (1) die akute Héipa, die in fast 90 % der Falle
ausheilt; (2) die chronische Hepatitis, die in dieberzirrhose Ubergeht; (3) den



asymptomatischen Carrierstatus. Bei dikuten Hepatitis mit einer ungefahren
Inkubationszeit von 2 bis 7 Monaten katmes zu einem starken Anstieg der
Transaminasen und in 2/3 der Falle auwmhr Entwicklung eines Ikterus.
Uncharakteristische Beschwerden wie Ik#ie Brechreiz, Gelenkschmerzen und
Vollegefuhl kbnnen bestehen.

Das HBsAg stellt den wichtigsten diagnostischenafater dar, da er sowohl
kurz vor, wahrend und noch kurz nach dleansaminasenerh6hung im Serum
positiv ist. HBeAg verlauft parallelmuHBsAg.

Noch wahrend des Transaminasenanstiegs ersche@grnm das Anti-HBc, zunachst
als IgM, dann als IgG, wahrend Anti-HBs und Anti-&iBrst spater nachweisbar sind.
Das Persistieren von Anti-HBs im Sezetgt Immunitat gegen eine erneute Infektion
mit HBV an. Bei ungeféhr 5 bis 10 % dawachsenen, die an einer akuten HBV
Infektion erkranken, entwickelt sicmeichronische Hepatitis. Die Chronizitat ist als
das mehr als 6-monatige Persistieres H8sAg im Serum definiert. Bei der
chronischen Hepatitis sind die Transe®&n meist nicht so stark erhoht (auf das
2 bis 5 — fache der Norm) und ein luterist selten. Die Entwicklung einer
Leberzirrhose bestimmt den weitereni&tihen Verlauf. Bei chronisch Infizierten ist
das Risiko, dass sich ein Leberzellikamn (HCC) entwickelt um den Faktor 100 bis
200 erhoht (Beasley, 1982; Yan et H996). Bei ungefahr 1-5 % der chronischen
Patienten beobachtet man eine spor&anekonversion, wobei das HBsAg eliminiert
wird und dafur Anti-HBs im Serum ersitie Der HBV-Carrierstatus ist dadurch
definiert, dass die Patienten im SeidBsAg aufweisen, jedoch besitzen sie keine
klinischen, Klinisch-chemischen odersthiogischen Merkmale einer Hepatitis.

Weniger als 2 % entwickeln eine Lebehzise.

1.5 Variabilitdt und Resistenz

Es existieren HBV-Mutanten, die durch den AustaudehAminosaure Glycin gegen
Arginin an Position 145 der gemeinsamen immundontgra Determinante a des
HBsAg charakterisiert sind. Dadurch wird die Bindaféhigkeit der neutralisierenden
Anti-HBs-Antikorper aufgehoben. Obwohl diese Mutatirecht selten auftritt, stellt

sich die Frage, ob bei zunehmendem SelektionsddeckSchutz vor Infektion bei

alleiniger Impfung gegen SHBs noch ausreichenddsbreman et al., 2001; Protzer

et al., 2000). Insbesondere stellt sich diese Foggéuftauchen von Escapemutanten



nach stattgefundener antiviraler Therapie und hiitiger Persistenz des HBV.

1.6 Immunantwort bei Infektion

Es werden je nach immunologischer Ausgangssituatides Organismus
unterschiedliche Reaktionen gegen die viralen Rretebeobachtet. Neben
Antikérpern gegen das HBcAg werden auch Antikérgegen das HBsAg gebildet.
Dieses Anti-HBs vermag die Infektiositat von HBV vitro zu neutralisieren und in
vivo vor einer Infektion zu schitzen. Folglich giler Anti-HBs Titer als Marker der
Immunitat. Nach Impfung gilt ein Serumspiegel vo® 11U/l Anti-HBs als
ausreichender Schutz vor Infektion. Neben Anti-His Reaktion auf SHBs werden
auch Anti-Pra-S1 und Anti-Pra-S2 als Reaktion atfBs bzw. MHBs gebildet.
Dabei sind die Immunglobuline die Produkte diffesienter B-Zellen und vermitteln
den humoralen Anteil der Immunreaktion. Die primBumktion der Antikorper ist die
Bindung von Antigen und die Inaktivierung von Toain Mikroben, Parasiten oder
anderer korperfremder Substanzen. Die Molekilstrukter Immunglobuline kann
relativ leicht beschrieben werden. Alle Immunglaobelbestehen aus mindestens zwei
schweren und zwei leichten Ketten. Der Immunglabigotyp (G,A,M,D,E) wird
durch die jeweilige schwere Ig-Kette festgelegte Oiypen I1gG und IgA kbénnen
weiter in die Subklassen G1,G2,G3,G4 und Al bzw.uAgerteilt werden, basierend
auf spezifischen Antigendeterminanten schwerer égfdf1. Die vier Ketten des 1gG
sind kovalent durch Disulfidbricken verbunden. Dddlelen die V- und C-Regionen,
die auch als Doméanen bezeichnet werden, die jeyeeHiette. Die leichten Ketten
haben je nach Isotyp eine variabla \ind eine konstante Einheit()CDie schweren
Ketten haben eine variable EinheitsjMund drei oder vier konstante Einheitem)C
Die konstanten Regionen der Ig-Moleklle bestehen remmologen Sequenzen und
haben die gleiche Primarstruktur wie alle andegeKdtten der selben Isotypen und
Subklassen. Die konstanten Regionen sind an déogisohen Effektorfunktionen der
Antikorper beteiligt. Die variablen Regionen (Vund W) bilden die
antikorperbindende Region (Fab) des Molekils. Débdet man in den V- und W

— Regionen hypervariable Bezirke, die die Antigedibingsstelle bilden, die fur jedes
Ig-Molekul einzigartig ist. Ein Idiotyp stellt dispezifische Region des Fab-Anteils
dar, woran das Antigen bindet. Antikorper gegerseliStelle heil3en antiidiotypische
Antikorper, deren Bindung in vivo ein ,off*-signan die B-Zelle darstellt, um die
Antikorperproduktion zu beenden. Das IgG ist mit-8% % das haufigste



Serumimmunglobulin. Die Konzentration von IgGl e hochste, absteigend bis
zum lgG4. Die Aufgabe der Subklassen besteht inuderschiedlichen Aktivierung

von Makrophagen und Komplement, so dass der Magigelr einzelnen Subklasse
schwere bakterielle Infektionen nach sich ziehemk#gG Antikorper entstehen nach
wiederholtem Antigenkontakt als sekundare Antikéapéwvort. Die IgM Antikorper

zirkulieren als 950-kDa-Pentamer mit 160-kDa-binéd® Monomeren, die mittels der
J-Kette verbunden sind, einem 15-kDa-Nicht-Immuhbglommolekiil, das auch die
Polymerisation von IgA beeinflusst. IgM ist der Adirper der Primarantwort, der als
erstes nach einer Infektion gebildet wird. IgA komrar allem zur Immunabwehr der
Schleimhaute, IgD als Hauptrezeptor fur Antigen @erf B-Zell-Oberflache und IgE
bei Mastzellreaktionen, z.B. im Rahmen von allerigen Reaktionen vor.

Variable Light-chain — Light chain

region hypervariable
regions
\ <) — Heavy chain
Antigen binding ‘ C
= Heavy-chain
Gyt Constant hypervariable regions
region
Interchain disulfide bonds
Hinge region Hinge region
3
Complementbinding region
G2
Biologic activity mediation FC  |ntrachain Carbohydrate
isulfi d
ek bl Binds to Fc receptor
s

Abb.2: Struktur/Aufbau eines Antikorpers. Man enkedie Antigenbindungsstelle (Antigen
binding, Fab) und den konstanten, die biologiscBgenschaften bestimmenden Fc-
Teil (biologic activity mediation). Ausserdem erkémman den Aufbau aus schweren
(heavy chain) und leichten (light chain) Ketten.rrfég sind die variablen und
hypervariablen Regionen des Antikdrpers eingezeichiber Ketten des Antikrpers
werden Uber  Disulfidbriickenbindungen (Interchain sutfide bonds)
zusammengehalten. Die Abbildung wurde einem Schiud®s Universitatsspitals

Basel enthommen.
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1.7 Prophylaxe

Zur passiven Immunisierung (v.a. fur die Postexjmssprophylaxe) wird
spezifisches Hepatitis-B-Immunglobulin (HBIG) vemdet, welches in hohen
Konzentrationen Anti-HBs enthélt. Zur aktiven Impéuwird das Hullprotein des
Hepatitis-B-Virus (HBsAQ) verwandt, wobei die Imfdffe der ersten Generation aus
dem Plasma chronischer Virustrager gewonnen wurdebie durch
Reinigungsverfahren isolierten 22-nm-Partikel, alis HBSAg bestehen, wurden nach
Inaktivierung an Aluminiumhydroxid adsorbiert (Hthan et al., 1983). Der Impfstoff
der zweiten Generation bestand gleichfalls aus HBsWobei dieser aber aus
gentechnisch veranderten Hefezellen gewonnen Wiad. fir das HBsAg kodierende
Gen und die entsprechenden Steuerelemente, die Edj@ession des Gens
kontrollieren, werden in ein Hefeplasmid eingefigiellen der Béackerhefe
(Saccharomyces cerevis)aeerden mit diesem Plasmid stabil transfiziert, dass
diese Zellen nun das HBsAg in grol3er Menge prodeazie Dabei weisen die
entstehenden spharischen Partikel im GegensatzeauPthsmaproteinen allerdings
keine Kohlenhydratseitenketten auf (McAleer et al., 1984).
Als Reaktion auf diese Impfung mit HBsAg bildet #&irper also lediglich Anti-HBs,
wobei die Schutzwirkung vor Infektion aber durchailsgut bezeichnet werden kann
(Legler et al., 1983). Allerdings gibt es in derrkalbevélkerung einige Prozent an
Non-Respondern, die kein oder sehr wenig an AntsHiBden (< 10 IE/I). Bei alteren
Personen oder immunologisch geschwéchten Persoi®n eg bis zu 50 %
Nonresponder (Wolters et al., 2003). Sichere Imnatitiesteht fir circa 10 Jahre erst
dann, wenn 4 bis 6 Wochen nach der letzten Imp&inginti-HBs-Titer von mehr als
100 IE/I vorliegt. Auch wurden Mutationen bei grepp spezifischen SHBs-Epitopen
beschrieben, wie z.B. die Mutation des Glycinsasifon 145 des SHBs-Protein nach
Arginin (G145R). Diese Escape-Mutanten sind sowwelimehrungs-, als auch
Ubertragungsfahig, wenngleich ein gentigend hoh&rHABs-Titer auch vor Infektion
mit diesen Mutanten schitzen sollte. Dennoch egidit damit die Frage nach noch
wirksameren Impfstoffen, die authentischer und imogener sind und damit sowohl
die effektive Impfung von Non-Respondern erméglichals auch wirksam vor den
Escape-Mutanten schitzen. Ein Weg stellt hierbeeMdirwendung eines Antigens dar,
das sowohl die SHBs, wie auch die MHBs und LHBs Boen enthélt. Damit wirde
der Geimpfte neben Anti-HBs auch Antikorper gegeaiSAa und praS2 bilden, was
noch effektiver vor Infektion mit HBV schitzen dell
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Basierend auf Daten von Neurath et al. (1986),zéigten, dass die PraS1-Sequenz
AS 10-36 die HBV-Bindung an Leberzellen inhibietlann, wurde ein neuer PraS1-
haltiger Impfstoff entwickelt. Dieser ist teilweigereits in Europa lizensiert (Young
et al., 2001), dennoch sind Impfstoffe, die die apete AS-Sequenz der PraS1-
Domaéne besitzen, nicht verfligbar (Glebe et al.5200

Suzuki et al. (1994) entwickelten eine Vakzine, gieHefe exprimierte PraS2/S-
Partikel enthielt (Kuroda et al.,, 1991; Fujisawaadt, 1990). Auch wurden neu
entwickelte pra-S/S-Impfstoffe in bestimmten Rigkagppen eingesetzt (Shouval,
2003). Moglicherweise besitzen diese Impfstoffe dréh Immunogenitat und
beschleunigen das Auftreten einer SerokonversidomRespondern (Yamada et al.,
1998). Ferner wurden auch im tierischen Zellsysexprimierte PreS2/S-Vakzinen
entwickelt (Soulie et al., 1991). Auch hier findean hohere Serokonversionsraten als

bei herkdmmlichen Impfstoffen (Jungers et al., 1994

1.8 Invitro Infektionssystem fir HBV

Primare humane Hepatozyten-Kulturen aus chirurgisciirResektionsmaterial waren
fur viele Jahre die einzigen fur HBV suszeptiblezll&/steme (Gripon et al., 1988),
um den Infektionsverlauf zu untersuchen. Dabelestgbrimare humane Hepatozyten
hohe Anspriiche an spezielle Matrizes (z.B. Kollager an Kulturmedien, die in der
Regel Wachstumsfaktoren enthalten missen (Rungé, €1999). Trotzdem war die
Infektionsrate dieser Zellen im Vergleich zur Sym#éwmlitat von gesunden humanen
Leberzellenin vivo nur gering. Ausserdem war das Zeitintervall eingiglichen
Infektion wahrend der Kultur nur gering (5 bis 7¢géx Darlber hinaus war die
Verfugbarkeit humaner Hepatozyten eingeschranktdie@ualitat der zur Verfiigung
stehenden Zellen sehr heterogen (Gripon et al8;1Galle et al., 1994; Mabit et al.,
1996).

Im Gegensatz dazu konnen primare Hepatozyten-Karitwron Tupaia belangeri
genauso gut mit HBV infiziert werden wie primarentane Hepatozyten-Kulturen von
guter Qualitat. Die Infektionsraten konnten bei Wendung von mit Succrose-
Gradientenzentrifugation gereinigtem HBV gegenule@mer Infektion mit dem
gesamten Serum gesteigert werden, was auf eineskanbten Inhibitionsfaktor fur
die Infektion mit HBV in humanen Seren hinweist @kéet al., 2001). HBV induziert
keine morphologischen Verédnderungen in infizierZatlen. Der Nachweis einen
vitro Infektion mit HBV sollte mit der quantitativen Bdtion verschiedener Marker
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durchgefuhrt werden. Am einfachsten ist die Detekisekretierter viraler Antigene,
wie HBeAg oder HBsAg. Diese sind 9-12 Tage p.i. kommerziell erhaltlichen

ELISAs nachweisbar (Glebe et al., 2003; Glebe ¢t28I05). HBeAg als Marker hat
den Vorteil, dass es im Gegensatz zu HBsAg nichgareinigten viralen Inokulum

enthalten ist. Die Detektionsschwelle im primarempdia Hepatozytensystem mit
gereinigtem HBYV liegt bei einem HBV Partikel pro pétozyt in Kulturschalen mit

10°Zellen (Glebe et al., 2003; Glebe et al., 2005;e®8aei et al., 2005). Die gute
Qualitat der isolierten Tupaia Hepatozyten ist sraeproduzierbar, die Verflugbarkeit
ist aufgrund der erfolgreichen Zichtung der Tier&iel3en gegeben.

1.9 Ziele der Arbeit

Fir die Untersuchung der Infektion von Hepatozytdfulturen stand in dieser Arbeit
das Infektionsmodell mit primarem Tupaia-Hepatoayter Verfiigung (Glebe et al.,
2003). Mit diesem Infektionsmodell fir HBV besitatan ein aussagekréftiges und im
Rahmen der experimentellen Mdoglichkeiten Uberschees System, das die
Simulation von Infektionsvorgangem vitro erlaubt. Die Idee der vorliegenden Arbeit
besteht darin, nicht nur die Infektion mit HBV arnnpdren Tupaia-Hepatozyten zu
untersuchen, sondern dariber hinaus neutralisiereAdtiseren gegen HBV
Oberflachenstrukturproteine zu charakterisieres, Rlatential der Inhibitionsfahigkeit
zu untersuchen und die Wirksamkeit bekannter Iroffistzu hinterfragen. Dazu
werden definierte Virusmengen, die vitro normalerweise sicher eine Infektion
verursachen, zuvor mit Antikorpern inkubiert. AnlseRend wird anhand der
Antigenproduktion der Zellen beurteilt, ob einedkiion stattgefunden hat. Dabei ist
nicht allein die rein qualitative Aussage Uber théktion mdglich, sondern auch
Angaben, wie stark ein Infektionsverlauf ist und melchen Mengen an Antikdrpern
ein Infektionsereignis verhindert werden kann. kolfigerlaubt dieser Versuchsaufbau
die Beantwortung mehrerer Fragestellungen: Zunereiist die Beurteilung der
Inhibitionspotenz ganz unterschiedlicher Antikorpeid Antikdrperklassen maoglich,
zum anderen wird die Bedeutung des PraS1-Oberfiécitiggens und dagegen
gerichteter Antikorper fur den Infektionsverlauf he#i beleuchtet. Auf3erdem
beschétftigt sich die vorliegende Arbeit mit einerachweisverfahren fir anti-praS1.
Dabei ist das Ziel, qualitative Aussagen uber dadi&yen dieser Antikdrperklasse in
Seren zu treffen, um z.B. den Impferfolg mit eineMBs enthaltenden Impfserum

beurteilen zu kdnnen.
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2. Material

Fir das Ansetzen aller Losungen und Puffer wurde sséta aus der

Reinstwasseranlage  (lonenaustauscher, Millipore, chiiten)  verwendet.

2.1 Zellkultur der primaren Tupaia-Hepatozyten

2.1.1 HGM (Hepatocyte Growth Medium)

Zur Kultivation der ausserst empfindlichen und auospsvollen priméaren Tupaia
Hepatozyten wurde im Institut fur Medizinische Mogie Giessen ein eigens auf
diese Zellen abgestimmtes Zellkulturmedium entwick®ie nachfolgenden Angaben
beziehen sich auf die Herstellung jeweils einerrsitHGM. Zur Vereinfachung der
Handhabung wurden von manchen in geringer Mengdavalenen Substanzen

zunachst Stammlésungen angesetzt, die spater wvdrd@mgesetzt wurden.

11 DMEM (Invitrogen, Karlsruhe)
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium Kat.nr: 21063)
10 mi ITS (0,5mg/ml Insulin, 0,5 mg/ml Transferrh5ug/ml Selen)

(Invitrogen)

29 BSA (Sigma, Taufkirchen)
249 Glukose (Merck, Darmstadt)
29 Galaktose (Merck)

0,1g Ornithin (Sigma)

0,03g Prolin (Sigma)

0,619 Nikotinamid (Sigma)

0,544ug ZnCl (Fluka, Seelze)
0,75ug ZnSEx 7 H,0 (Sigma)

0,2ug CuSox 5 H,O (Sigma)

0,025ug MnSQ@ (Sigma)

50uM Glutamax | (Invitrogen)
0,01uM Dexamethason (Invitrogen)
100mg Gentamycin (Invitrogen)

250ug Amphotericin B (Invitrogen)
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2.1.2 Medium zum Einfrieren von primaren Tupaia-Hepatozyten

Gefriermedium

70% UW-L6sung (University of Wiscamsi

100 mM Laktobionséaure (Sigma)

25 mM KHPO,

5mM MgSQ

30 mM Raffinose

3 mM Glutathion

1mM Allopurinol

5% PEG 3,35

15 mM Glycin

0,25 mg/l Amphotericin B (Invitrogen)
100 mg/l Gentamycin (Invitrogen)

- mit KOH Platzchen einen pH von 7,4 einstellen
(PAA, Pasching, Ostdrye
(Sigma)

20% Fetales Kalberserum
10% Dimethylsulfoxid (DMSO)

2.2 Isolation der primaren Tupaia-Hepatozyten

Fur samtliche Versuche wurden Hepatozyten des iaSsahen Spitzhérnchens
(Tupaia belangeri)isoliert. Diese Tiere wurden von der Tierzucht diestituts far
Anatomie und Zellbiologie der Justus- Liebig- Unsigt zu Giessen unter Leitung
von Herrn Prof. Dr. Dr. Valerius freundlicherweiger Verfigung gestellt. Zur
Isolation  dieser  Primarzellen werden folgende Sarm#n  bendtigt.
PBS (ohne MgGl, CaC})
EGTA

DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

(Invitrogen, Karlsruhe, Kat.nr:10010)
(Sigma, Taufkirchen)
(Invitrogen, Kat.nr:21063)

Kollagenase, Typ IV (Sigma)

2.3 Gereinigte Hepatitis-B-Viren zur Infektion der primaren
Tupaia-Hepatozyten

Fur die Infektionsversuche wurden primare Tupaipaiezyten verwendet, die nach

Isolation fur drei Tage kultiviert wurden. Zunféktion wurde durch Succrose-

Gradientenzentrifugation gereinigtesugi aus humanem HBV-haltigen Blutplasma
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Fraktion ID 307 (12/03) (Fraktion 5; 45,5% Suwse) verwandt, mit einer
Konzentration von 3,8 x 1DGE/ml, ausserdem die Virusfraktion 3 (51% Succrose
mit 4,6 x 13 GE/ml und die Fraktion 4 (47,5% Succrose) mit eikenzentration
von 4,3 x T8 GE/ml (wurde von Dr. Glebe zur Verfiigung gestellt)

2.4 Inhibition der HBV-Infektion

24.1 Inhibition der HBV-Infektionmit neutralisierenden Antikérpern

Als monoklonale Antikorper standen MA 18/07, C 201 Q 19/10 zur Verfigung,
die murinen Ursprungs waren und aus dem InstitutM@adizinische Virologie der

JLU Giessen stammten.

MA 18/07 (Heermann et al., 1984)
Dieser Antikorper lag in einer Konzentration vonnig/ml vor. Er erkennt die
Aminosauren 20 —23 (DPAF) in der PraS1-Domane dBsL.von HBV (Genotyp D).

C 20/2 (Sobotta et al., 2000)
Dieser Antikérper lag in einer Konzentration von rhg/ml vor. Er erkennt

konformationsabhéngig die Determinant@a der S-Domane von HBV.

Q 19/10 (Heermann et al., 1987)
Dieser Antikorper lag ebenfalls in der Konzentmatieon 1 mg/ml vor. Er bindet

praferentiell an die N-glykosylierte PraS2-DoménesdMHBs von HBV.

Negativkontrolle: anti-CMV (Dianova)
Antikorper gegen das Cytomegalievirus

2.4.2 Inhibition der Infektion mit geféllten polykl onalen Antikérpern aus

Seren
Die folgenden Proben wurden mit den unterschiedta Verfahren zur Gewinnung
der Antikorperfraktionen aufgereinigt. Die Probesr derschiedenen Spender wurden
freundlicherweise vom Institut fir Transfusionsnzgdi Suhl GmbH (ITMS) zur
Verfigung gestellt. Dabei wurden die Spender mindendelstblichen Impfstoff
Engerix® geimpft und gegebenenfalls geboostert.



16

Eine Ubersicht bietet die folgende Tabelle:

Tab.1: Hyperimmunspenden-Proben von ITMS

SpendenZeitpunkt Impfung [Boosterung Spende- |JAbnahme
HBV- Nr.
Erkrankung
11203811982 - 06.02.02 106675f 07.03.0
1109569 23.10.97 | 26.11.01 1066834 08.03.(
1118894 25.01.02 1061908 08.03.0

Zusatzlich wurden noch zwei weitere Seren verwardle vom Institut far
Medizinische Virologie (JLU Giessen) zur Verfugungestellt wurden. Ein
Negativserum eines HBV-negativen Spenders (ID 28&yner wurde ein HBsSAg
negatives Serum verwandt, eines Geimpften, dett mehHBYV infiziert war. Dieses
Serum enthielt einen anti-HBs Titer von > 1000. &mkch wurde der Spender ca. 10
Tage vor Blutabnahme einer erneuten HBV Impfungdein praS-haltigen Impfstoff
Hepacare unterzogen (ID 155).

Ferner stellte Professor Heinz Schaller (ZMB, Hiadey) freundlicherweise mehrere
Seren zur Verfigung, deren Antikorper gegen dismethenden Peptide gerichtet
sind.

Antiserum H 651 Dieser polyklonale AntikdrperugaKaninchen)
ist gegen die S-Domane des HB¥&fichtet
(Engerix Impfung, Genotyp A).

Antiserum H 762 Dieser polyklonale AntikdrperugaKaninchen)
ist gegen die praS1-Domédes HBV gerichtet.

Ferner wurde fir weitere Inhibitionsexperimente vdnstitut fur Medizinische
(JrLu beresitejt.

Serum drei

Virologie Giessen) ein Schafantiserum

Dieses enthielt  polyklonale  Antikérper  gegeralle

Oberflachenstrukturproteine des HBV, also anti-Bi-praS1 und anti-praS2. Die
Antikorper sind gegen die HBV Genotypen A, C, Digatet. Das Schaf wurde mit
gereinigtem HBsAg von HBV-Tragern generiert (Gdrlet al. 2004).
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2.4.3 Inhibition der Infektion mit Antikérpern ge gen spezifische Regionen des
HBV Oberflachenproteins

Dankenswerterweise wurden von Frau Dr. Jenniferevggimperial College, London)
zwei monoklonale Antikdrper fir Inhibitionsexperinte zur Verflgung gestellt.
Es lagen zwei Praparationen des Antikorpers RFHBgorl wie der Antikdrper
RFHBs 7. Alle Antikorper gehotren zur Klasse IgGldunurden mit Hilfe einer
Protein A Saule aufgereinigt.

RFHBs 1 Bindet ein zykhes Peptid der Aminosauren

124-137 im S$iBrotein.
Préaparation (Stock: 0,198 mg/ml)
RFHBs 7 Bindet ein zykhes Peptid der Aminosauren
139-147 im SHBs-Protein.
Nachfolgend sollen die zuvor beschriebenen Antikbymd Antiseren in einer Tabelle

zusammengefasst werden.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Antiko/pentiseren

Antikdrper/Antiserum Erlauterungen

ID 287 human Negativserum eines HBV-neg. Spenders
ID 155 human Anti-HBs>1000 + praS1-HBV Impfung

H 651 Kaninchen Gegen S-Domane des HBV

H 762 Kaninchen Gegen praS1-Doméane des HBV
Schafantiserum Enthalt anti-S, anti-praS1 und prEs2
RFHBs1 MoAk, Maus Bindet an zykl. Peptid der AS 113Y
RFHBs7 MoAk, Maus Bindet an zykl. Peptid der AS 1135

MA 18/07 Maus Gegen AS 20-23 der praS1-Domane

Q 19/10 Maus Gegen N-glykosylierte praS2-Domaéane

C 20/02 Maus Gegen die Determinante a der S-Domane

2.4.4 Inhibition der Infektion mit Fab-Fragmenten

Die zwei murinen Antikérper MA 18/07 und C20/2 ward mit Hilfe eines
Ficinverdaus zur Inhibition der Infektion durch Hatagmente herangezogen.
ImmunoPure®IgG1 Fab and F(abPreparation Kit (Pierce)

Vivaspin 500 pl und 2 mi (Vivascience)
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0,1 M Zitronensaurelésung (pH=3) (Sigma)
0,02% Natriumazidlésung (100 ml) (Sigma)

2.5 ELISA zur HBsAg-Bestimmung

Beschichtungspuffer (NaPP) 183 mM NacCl
8,6 mM NaHPOs x H20
2,2 mM KHPO:
-> einstellen auf pH 7,4
TNE-Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
140 mM NaCl
1mM EDTA
AntikérperaHBs (C20/2) siehe 2.4.1
a-HBs-Peroxidase-Konjugat Affinitatsgereinigter palenter
Antikorper
(Stock: 1 mg/ml) aus Ziegenserum (Dade Behrigy A
Marburg).
OPD Tabletten Substrat: o-Phenylendiamin (DAKO)

2.6 Proteinauftrennung mittels denaturierender S[3-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurde mit dem Kammersystem ,Xc8rd.ock Mini-Cell* der Firma Invitrogen
gearbeitet. Als Molekilmassenmarker wurde ,SeeBlBdus2™ Prestained”
(Invitrogen) verwendet. Alle verwendeten Gele stdemmaus der Reihe ,Novex high
performance, pre-cast gels* von Invitrogen. Im é&iden sind die

Zusammensetzungen der verwendeten Puffer aufgefihrt

NuPAGE™ LDS Probenpuffer (4X) Kat.nr.NP0O007 (tregen)
4,09 Glycerol
0,682¢g Tris Base
0,6669 Tris HCI
0,800g Lithiumdodenylsulfat
0,0069g EDTA

0,75ml SERVA Blue G250 (1%)
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0,25ml Phenolrot (1%)
- mit dH,0 auf 10ml auffillen

NuPAGE™ MOPS/SDS - Puffer (20X) Kat.nr.NP0O001 (trogen)
104,69 MOPS
60,69 Tris
10g SDS
3g EDTA

- mit dH,O auf 500ml auffillen

NUPAGE™ MES/SDS- Puffer (20X) Kat.nr.NP0002 (Im@gen)
97,69 MES, pH 7,2
60,69 Tris Base
10,09 SDS
3,0g EDTA

- mit dH,O auf 500ml auffillen

2.7 Detektion von Proteinen mittels Western Blot ud

anschlieRender immunologischer Farimg

2.7.1 Western Blot
Es wurde mit dem NovéxWestern Transfer Apparat ,Xcell 1™ BlotModule* de
Firma Invitrogen gearbeitet.
Blotmembran Immobilon-P Transfermembran
(PVDF; Porengrol3e: 0,45um)
(Millipore, Eschborn)

Transferpuffer (1X) 14,49 Glycin
39 Tris
150ml Methanol

- mit dH,0 auf 2000ml auffillen



20

2.7.2 Immunologischer Nachweis der transferierten i®teine mittels
Chemilumineszenz

2.7.2.1 Farbung des Blots mit Western BreeZe

Western BreeZeChemiluminescent Immunodetection System

(zur Detektion von Maus-Primarantikorper) (nvgen)

Blockpuffer BSA (Fraktion V) (Roth, Karlsrah
RotiBlock’ (Roth)

Waschpuffer PBS/ Tween20

Primarantikorper MA18/07

Sekundarantikorper "% Antibody-Solution (Invitrogen)

anti-Maus Antikorper konjugiert mit einer Alkaliseh Phosphatase (AP)

Substrat CDP-StaChemilumineszenz-Substrat fiir Alkalische Phospfeata

Autoradiographie Kassette (18 x 24cm) (Asham, Buckinghamshire, GB)

Hyperfilm MP (Amersham)

(High performance autoradiography film)

Automatischer Filmentwickler Curix 60 AGFA (vteel, Belgien)

2.8 Materialien zur Silberfarbung
Silbernitratlosung Ldsung A:

1,55¢g AgNQ in 8 ml Bidest l6sen
LOsung B:

38,2 mi HO

3,8 ml NaOH, 1M

2,8 ml Ammoniak 25 %

Vor Gebrauch Losung A langsam in Losung B traufeln
mit dH,O auf 200 ml auffillen
Reducer: 50 mg Zitronensaure
0,7 ml Formalin 37 %
in 1 Liter dHO I6sen

2.9 Materialien zur Coomassie Farbung
Fixierungslosung (50 % Methanol, 15 % Essigsauiasser)
flr 1000 ml:
500 ml Methanol



150 ml Essigsaure mit mit 800 ml entionisierterasger mischen
Coomassie Brilliant Blue R250 Losungrelosung)

0,2 % Coomassie Blue R250 in 50 % Methanol

15 % Essigsaure

fur 1000 ml:

Es werden 0,2 g Coomassie Blue R250 in 500 mhitedl geldst und 150 mli

konzentrierte Essigsaure (Eisessig), sowierBb@ntionisiertes Wasser
dazugegeben.
Vor Gebrauch durch ein Whatman Filterpapier Nittderen.
Entfarber
15 % Methanol, 5 % Essigsaure in Wasser;
fur 1000 ml:

150 ml Methanol, 50 ml Essigsaure und 800 mlogngiertes Wasser mischen.

2.10 Natriumsulfatfallung von Antikérpern ausSerum
Losung 1
0,2M NaPP Puffer (pH 7,2)
Herstellung:
6,8 ml 1 M Dinatriumhydrogenphosphat + 3,1 ml 1 M
Natriumdihydrogenphosphat

auf 50 ml auffullen mit Bidest, sterilfiltrieren

LOsung 2
Natriumsulfat (36% w/w)
Herstellung:
36 g Natriumsulfat + 64 g Bidest, 15 Min. rihisx 20-25 Grad Celsius,

Bodensatz absetzen lassen

2.11 Sephacelausfallung von Antikérpern aus Serum
Sephacel-lonenaustauscher in 24 % Ethanol (Lieféiama Amersham)
0,05 M Tris-HCI-Puffer (pH 8,0)

Buchner Trichter

Filterpapier (Schleicher und Schuell Rundfilter S8shwarzband)
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2.12 Antikorperaufreinigung mittels Dynabeads®Protein G
Dynabeads® Protein G (Lieferant Firma Invitrogen)

0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 5,0)

0,01 -0,2% Tween 20

0,1 M Zitronensaure (pH 2-3)

Resolutionspuffer (Kit der Firma Invitrogen)
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3. Methoden

3.1 Zellkultur und Isolation primarer Tupaia-Hepatozyten

Die Infektions- und die damit einhergehenden Irtfobsexperimente wurden stets mit
primaren Tupaia-Hepatozyten durchgefuhrt, die zuvaus der Leber des
sudostasiatischen Spitzhérnchefaipaia belangeri gewonnen wurden. Seglen
beschrieb 1976 die Préparation von Zellen durch\ievendung der Zwei-Stufen-
Kollagenase-Methode, auf die bei den durchgefihMensuchen zurtickgegriffen
wurde. Da fur den Infektionserfolg der Leberzelleisbesondere auch das Alter
(Differenzierungsgrad) der Hepatozyten eine grédsiée spielt, wurden die isolierten
Zellen  direkt in  Kultur genommen. Dementsprechendurden alle
Infektionsexperimente mit frischen Tupaia-Hepatemnydurchgefihrt.

Gemall den Richtlinien des Tierschutzgesetzes wudienTiere zunachst fur 10
Minuten mit Kohlenstoffdioxid begast. Zur sicherEeststellung des eingetretenen
Todes wurde das Fehlen der Kornealreflexe tberpnidk dem Tier zusatzlich das
Genick ausluxiert. Um eine mdoglichst saubere undmkeie Praparation zu
ermoglichen, wurden die Tupaias anschliessend &ivige Minuten in ein Ethanolbad
getaucht. Nachdem das Tier auf einer Styroporwaderimit Hilfe von Nadeln auf dem
Rucken fixiert worden war, wurde mit einem Scheittlang der Linea alba zunachst
das Abdomen und dann der Thorax er6ffnet. Im Ansshidaran wurden Hepar und
Vena portae freiprapariert. Die Pfortader wurde teitst einer Braunile (22G,
Vasoscan) punktiert und der Kunststoffmantel mlteHeiner Klemme fixiert. Um den
richtigen Sitz der Braunile zu bestéatigen und dasimé ausreichende Perfusion der
Leber zu gewahrleisten, wurde zunachst mit einern0Spritze mit 10-20 ml
PBS/5mM EGTA vorperfundiert. Die erfolgreiche Paitin wird durch eine
Aufhellung der braunlichen Leberoberflache der rsdieiedlichen Lappen dieses
Organs bewiesen. Um eine Destabilisierung der ZelllKKontakte zu erreichen war
die verwendete Spullésung Calcium-lonen frei, whsrdies eine Thrombosierung
kleiner Endstromgefasse verhindert. Nach Heparektamarch Losung samtlicher
Ligamente und Gefasse wurde das Organ samt Brawmigichtig auf einen
Buchnertrichter gelegt. Damit konnte die eigengi¢rerfusionsphase tber 20 Minuten
mit raumtemperiertem PBS/5SmM EGTA beginnen, wobigie edurchschnittliche
Durchflussrate von 8 ml/Minute angestrebt wurdee Murchflusslésung wurde
verworfen. Im Anschluss wurde nochmals fur 10 Mamutmit PBS (ohne EGTA)
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nachgespilt und die entstehende Perfusionslosuedewim verworfen. Im folgenden
begann die Kollagenasebehandlung des Organs mit Hilnes geschlossenen
rezirkulierenden Systems. Hierzu loste man zués8trhig Kollagenase IV (Sigma) in
200 ml DMEM (ohne Bicarbonat und Phenolrot). Die€esnisch wurde sterilfiltriert
(Stericup-Filter, Porengrosse 0,22 um, Milliporeh®albach) und anschliessend per
Wasserbad auf eine Temperatur von 37 Grad Celsiérmt. Daraufhin erfolgte mit
dieser Losung eine erneute 30-mindtige Perfusion deber, etwa bis zum
Porbéswerden des Peritoneum viscerale und der Lepsek Folgend wurde das so
vorbehandelte Organ auf eine Zellkulturschale \ahir und unter der Sterilbank
mittels zwei Einmalskalpellen zerkleinert. Unteeighzeitiger vorsichtiger Entfernung
der Vesica biliaris wurde damit eine mechanischeabgosung der Hepatozyten
vorgenommen. Die Gewebestiicke konnten dann mitzderPerfusion verwandten
Kollagenaselosung aufgeschwemmt und in einen eteBrlenmeyerkolben tberfihrt
werden. Auf einem Schittler (80-100 rpm) erfolgtee weitere Inkubationszeit fir
etwa 10 Minuten bei 37 Grad Celsius. Daraufhin wewlte Lebersuspension mit Hilfe
einer Siebdruckgaze (Porengrésse 210 um; Koenebdisiektechnik, Minchen)
filtriert, um nicht desintegrierte Gewebeteilchdrezatrennen. In vorgekihlten 50 ml
Falcon-Rohrchen (BD Biosciences, Heidelberg) wulake Filtrat gleichmassig verteilt
und in einer ebenfalls vorgekuhlten Zentrifuge (&mgorf 5810R, Rotor A4-62) bei 4
Grad Celsius und 40 g (446 rpm) fir 6 Minuten zérdrert. Nachdem der Uberstand
abgenommen und verworfen worden war, wurde dadigbdme Zellpellet langsam in
10 ml eiskaltem DMEM resuspendiert und anschliesserit DMEM auf 40 ml
aufgefullt. Aufgrund der unterschiedlichen Dich&r ¢Hepatozyten und der tbrigen in
der Leber vorkommenden Zellen verblieben nach ZHegation die nicht
parenchymatischen Zellen und Blutzellen im Ubeistamd konnten verworfen
werden. Das Pellet besteht vornehmlich aus den cbhéesu primaren Tupaia-
Hepatozyten. Dieser Waschvorgang wurde noch zweitelerholt, wobei das letzte
Zellpellet nach der letzten Zentrifugation in 5410 (je nach Pelletgrosse) eiskaltem
DMEM resuspendiert wurde. Im Anschluss nahm mare &frabilitdtsprifung der
gewonnenen Zellen mittels der Trypanblau-Probe Bazu wurden etwa 10 ul der
gewonnenen Zellsuspension mit der gleichen Mengpahblau (0,4 % Trypanblau,
Sigma) auf einen Objekttrager verbracht, gemisad mit einem Deckglaschen
versehen. Mittels Lichtmikroskopie konnte nun diell@usbeute und der Anteil der

lebend gewonnenen Zellen beurteilt werden. Zu wisstedabei, dass sich tote Zellen
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blau anfarben, wohingegen vitale Hepatozyten farlbi@eiben. Durchschnittlich fand
man bei erfolgreichen Isolationsschritten eine Inelzellausbeute von etwa 90 bis 95
Prozent. Durch Tropfversuche wurde anschliesseedbdstmdgliche Zellzahl pro
Napf einer Zellkulturschale ermittelt. Hierzu wundedie Kavitaten einer
Zellkulturschale zunachst mit Medium befullt undeliessend mit unterschiedlichen
Tropfenmengen der Zellsuspension versetzt. Wiedewunde lichtmikroskopisch die
optimale Tropfenzahl fiir eine optimale Zelldicht@nv etwa 10 Zellen/Napf
bestimmt. Fir alle hier beschriebenen Versuche eurdlie Kavitdten der
Zellkulturplatten zunachst mit Kollagen beschichi@ndkonzentration von 0,8
mg/ml). Die Zellkulturschalen wurden im Brutschraoé 37 Grad Celsius und 5 %
Kohlenstoffdioxid inkubiert. Zum Kollagenisieren vde Rattenschwanzkollagen vom

Typ | (c= 3,41 mg/ml; BD Biosciences) verwendet.

3.2 Infektion primarer Tupaia-Hepatozyten mitgereinigten
Hepatitis-B-Viren
3.2.1 Grundsatzliches zur Infektion mit undohne Inhibition durch Antikdrper
Die Infektion von primaren Tupaia-Hepatozyten mérejnigtem Hepatitis-B-Virus
fand in Zellkulturschalen mit 12 Kavitaten stattt Znfang der Versuche wurden die
einzelnen Kavitaten mit Rattenschwanzkollagen vom Tkollagenisiert (siehe 3.1).
Anschliessend wurden die Kavitdaten der Zellkultatign mit sterilem PBS
gewaschen und direkt danach mit 1 ml pro Kavité@ Bediums HGM/+10 % FKS
beflllt. Wie beschrieben wurde daraufhin nach Isota der primaren Tupaia-
Hepatozyten jede Kavitat mit etwa *10Zellen/Napf betropft. Die Kulturschalen
wurden vorsichtig geschwenkt, um einen mdglichstaimassigen Zellkulturrasen zu
erhalten. Die Hepatozyten wurden bei 37 Grad Celsiund 5 %
Kohlenstoffdioxidatmosphére im Brutschrank fur etwh h inkubiert. Nach
Verstreichen dieser Zeitspanne war es dann modéchAnheftungsgrad dieser Zellen
lichtmikroskopisch zu Uberprifen. Daraufhin wurde ®&ediumwechsel mit HGM
ohne FKS durchgefuhrt und die Zellen fur weiterei diage im Brutschrank inkubiert.
Am dritten Tag nach Isolation fand dann die Infeltider Zellen statt. Dazu wurden
jeweils 5- 10° Genomaquivalente der Virusfraktion ID 307 GenoEypro Kavitét
eingesetzt. Als Negativkontrollen dienten stets izi{@avitaten, die nicht mit Virus

infiziert wurden. Ausserdem wurde sowohl bei Infeken ohne Inhibition, als auch
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bei Inhibition der Infektion immer ein Doppelansdir einzelnen Versuche mit einem
definierten Gesamtvolumen von 300 pl pro Vertiefuamgesetzt. Nach Infektion
inkubierten die Infektionsansatze tUber Nacht (ebévdnis 18 h) im Brutschrank bei 37
Grad Celsius. Nach dieser Inkubationszeit konntém Mediumitberstande (das
Inokulum) abgenommen werden. Dieses Inokulum wdatech sofort bei — 20 Grad
Celsius eingefroren.  Daraufhin wurden die Hepa®zyvorsichtig unter der
Sterilisationsbank mit 1 ml DMEM (w/o Phenolrot) vggschen, welche, um
Virusriickstdnde zu entfernen, die spatere autondmtigenproduktion der infizierten
Hepatozyten Uberlagern konnten. Anschliessend wu8@@ | frisches HGM in jede
Vertiefung gegeben. Die Zellen wurden nun fir weitel2 bis 13 Tage im
Brutschrank kultiviert. Jeden dritten bzw. viertéag fand ein Mediumwechsel statt,
bei dem der Uberstand bei - 20 Grad Celsius efogsf und durch neues HGM
ersetzt wurde. Man erhielt damit also die folgendéerstande: Tag O (Inokulat, Ino),
Tag 3 (T3), Tag 6 (T6), Tag 9 (T9) und Tag 12 (T1Rjese Uberstande konnten nun
mittels ELISA auf ihre HBsAg-Produktion untersuchiverden, bzw. im
Diagnostischen Labor des Instituts fur Medizinisdfieologie (JLU, Giessen) auf
ihren Gehalt an HBeAg uberpruft werden. Dabei wundi¢é einem Mikropartikel
Enzymimmunoassay (MEA) der Firma Abbot (Axsym) dedtet. Diese Verfahren
wurden alle prinzipiell sowohl fur Infektion ohnals auch Infektion mit Inhibition

angewandt.

3.2.2 Inhibition der HBV-Infektion mit monoklonalen Antikérpern

Die Versuche zur Inhibition der HBV-Infektion wurmlean drei Tage kultivierten
primaren Tupaia-Hepatocyten vorgenommen. Als Ampké wurden die murinen
monoklonalen Antikdrper MA 18/07, C 20/2 und Q I®MKenutzt. Diese sind gegen
die unterschiedlichen HBV-Oberflachenproteine LHBA;IBs und SHBs gerichtet.
Die in diesen Versuchen verwendeten Antikorper wardo mit HGM verdiinnt, dass
von den monoklonalen Antikérpern jeweils eine Menga 5 pg/Kavitat eingesetzt
wurde. Dieses bezieht sich sowohl auf die Verwegdder reinen Antikorper, als
auch auf die Mischung der einzelnen monoklonalertikBrper, so dass die
Antikorperlésungen pro Kavitat stets auf die Menga 5 pg geeicht wurden. Als
gereinigtes Virus wurde die Virusfraktion ID 307 tndem Genotyp D eingesetzt,
wobei stets 5 1¢*° Genomagquivalente pro Kavitat verwendet wurdenB&ginn der

Versuche wurden die entsprechenden Verdinnungen WNhschungen der
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monoklonalen Antikérper und des Virus angesetzivells 5 pg monoklonale
Antikorper wurden mit 5 16° Genomaquivalenten HBV in einem Volumen von 50 pl
HGM inkubiert. Die Inkubation der Hepatitis-B-Viranit den Antikdrpern fand fur
etwa 2 h bei 37 Grad Celsius statt. Anschliessendievdas Volumen mit HGM auf
300 ul aufgefullt und diese Lésung auf die primarepaia-Hepatozyten gegeben und
fur weitere 18 h bei 37 Grad Celsius inkubiert. Arachsten Tag wurden die
Uberstande abgenommen und bei — 20 Grad Celsigefeimen. Die Zellen wurden
mit 600 ul DMEM (w/o Phenolrot) pro Kavitat gewaschund anschliessend wurde in
jede Vertiefung 600 pl HGM pipettiert. Daraufhin idan die Zellen weitere 12 Tage
kultiviert, die Uberstande jeden dritten Tag abgemen und eingefroren. Die
gewonnenen Uberstande konnten dann auf ihren GahaliBsAg bzw. HBeAg

untersucht werden (siehe 3.2.1).

3.2.3 Inhibition der Infektion mit aufgereinigten polyklo nalen Antikdrpern

aus Seren
Unabhangig von der Art der Aufreinigung von Antigérn aus den verschiedenen
Seren wurde die Inhibition einer Infektion mit dgewonnenen Antikdrperlésungen
prinzipiell stets ahnlich durchgefuhrt. Zunachdtesoexemplarisch die Versuche mit
den Serumproben dargestellt werden, die freundiobise vom Institut flr
Transfusionsmedizin Suhl GmbH zur Verfiigung gestalirden (siehe 2.4.2).
Die in den verwendeten Seren vorhandenen Antikagpeden mit Hilfe der Natrium-
sulfatausfallung aufgereinigt. Im diagnostischerbdrader Medizinischen Virologie
der JLU-Giessen wurde die Aktivitat an anti-HBs sdie Ausfallungen in miU/ml
bestimmt. Ferner wurde die Proteinkonzentratiorjderobe photometrisch ermittelt.
In Abhangigkeit der vorliegenden Proteinkonzentratin der einzelnen Proben wurde
eine bestimmte Menge an Protein definiert, die iedey Kavitdt beim
Infektionsversuch mit Inhibition vorliegen solltBamit befand sich in jedem Ansatz
die gleiche Menge an Protein. Dieses ist insbegentie die Vergleichbarkeit der
Inhibitionserfolge der unterschiedlichen Ansatzerdsslich. Um nun aber wirklich
die einzelnen Versuchsansatze vergleichen zu k¢nmerden die Proben auf ihre
Aktivitat an anti-HBs hin geeicht. Das bedeutets ¢ider Inhibitionsversuch mit der
folgenden Titrationsreihe der Aktivitdt an anti-HB® Doppelansatz durchgefiihrt
wurde: 100 1U; 10 1U; 1 1U; 0,1 IU und 0O IU. Beingm Versuch wurde zum Beispiel

zunachst eine Proteinkonzentration von 45,2 pugweb festgelegt. Es wurden die
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entsprechenden Mengen an Antikérperausfallungerzugegeben, so dass man
Aktivitaten von 100 IU; 10 1U; 1 1U; 0,1 1U und @lerhielt. Um dann in jeder Kavitat
45,2 ug Protein zu haben, wurden die entsprecheiMbssendifferenzen mit der
Ausfallung eines Negativserums ausgeglichen. &n dntsprechenden Lésungen
wurde gereinigtes Virus (Genotyp D) hinzugefiigt, beio stets 5 - 10°
Genomaé&quivalente pro Kavitat eingesetzt wurdens®ledsung wurde zunéachst fur 2
h bei 37 Grad Celsius inkubiert. Anschliessend wuileée Losung mit HGM auf ein
Volumen von 300 ul aufgefillt. Dieses Gemisch wueld drei Tage kultivierte
primare Tupaia-Hepatozyten gegeben. Diese Ansatzden bei 37 Grad Celsius fur
weitere 18 h inkubiert. Am folgenden Tag wurden daliberstande abgenommen
und bei - 20 ° C eingefroren. Auch diese Zellerrden, wie schon beschrieben, mit
600 ul DMEM (w/o Phenolrot) pro Kavitat gewascherdwanschliessend wurde in
jede Vertiefung 600 pul HGM pipettiert. Die Zellenuwden fir weitere 14 Tage
kultiviert. Jeden dritten bzw. vierten Tag fand &ediumwechsel statt, bei dem die
Uberstande abgenommen und durch neues HGM ersetmtem Die gewonnen
Uberstande wurden gesammelt und auf ihren GehaltHBSAg bzw. HBeAg
untersucht.

Prinzipiell wurde die gleiche Versuchsdurchfiihrdoeg allen Seren durchgefihrt, die
anti-S enthielten, da sie dadurch auf anti-S geeidrden konnten. Dieses betrifft,
wie schon erwéhnt, alle Seren aus Suhl. Ebensegiftir die freundlicherweise von
Herrn Timo Kirschner zur Verfiugung gestellten Semsie auch flr das Giessener
Schafserum (siehe 2.4.2). Auch die von Jennifetevgagelieferten Proben wurden

auf diese Weise geeicht (siehe 2.4.3).

3.3 Herstellung von Fab-Fragmenten

Die durchgeftihrten Versuche der Inhibition der ktifen wurden mit Fab-Fragmenten
der murinen monoklonalen Antikérper C 20/2 und MQ7 durchgefthrt. Die fir die
Fragmentherstellung bendtigten Substanzen werdedl3tanteils in einem
gebrauchfertigen Kit der Firma Pierce gelieferélig 2.4.5).

Die Isolierung der Fab-Fragmente lauft wie folgt aZindchst wurden 0,5 ml 1gG-
Lésung mit 0,5 ml ,IgG1 mild elution buffer” verst Eine grobe Trennung der
Antikorperfragmente erfolgt mittels Mikrofilter, déviolekiile mit einer Grosse von
ca. 50 kDa passieren lasst. Hierbei werden dieHgggrmente von noch ungespaltenen
Fc-Fragmenten getrennt, indem mit ,mild elution feuf gewaschen wird. Die aus
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dem Mikrofilter aufgefangene Lésung enthalt danmptséchlich IgG-Fragmente.
Anhand der Messung der optischen Dichte bei 280 kamn anschliessend die
Konzentration an IgG in der fur die enzymatisched#éeiung vorbereiteten Probe
bestimmt werden.

Zur Herstellung des ,Verdauungspuffers® wird 40 r@ystein mit 2 ml ,IgG1l
digestion buffer (10x)* vermengt. Den ,Working dgg®n buffer* erhalt man, indem
man zu 1,5 ml des hergestellten ,Stock-digestiofiebul1l5 ml ,IgG1 mild elution
buffer* hinzugibt.

Dann wird eine 2 ml Saule mit immobilisiertem Fiamit 15 ml des ,working
digestion buffer” equilibriert. 100 pl des ,Stoclgdstion buffer® werden mit 1 ml der
oben hergestellten IgG-L6sung versetzt. Diese Lgsund in die Ficinsaule gelassen
und bei 37 Grad Celsius fur 5 h inkubiert.

Danach erfolgt die Elution der ,verdauten“ Fragneenton der immobilisierten
Ficinsaule. 4 ml ,Binding buffer* werden benétigim die Verdauungssticke zu
eluieren. Diese LoOsung wird aufgefangen und dieinB&le noch mehrmals
gewaschen, so dass sie wieder verwendet werden Rarschliessend beginnt man
mit der Abtrennung der Fab-Fragmente von den kottgpldgG-Molekilen und den
Fc-Fragmenten. Dazu werden eine Protein A-Saule derd,binding buffer® auf
Raumtemperatur erwarmt. Zur Protein A- Saule wird ,storage buffer* mit 0,02
%igem Natriumazid gegeben. Die Protein A-Saule wamid 12 ml ,binding buffer*
equilibriert und anschliessend werden die 4 ml erdauungslosung” hinzugegeben
und 1 ml Fraktionen gesammelt. Diese Fraktionerhadt@n Fab- und F(ahk) -
Fragmente. Mit Zitronenséure kann eine Regenerat@mProtein A-Saule erreicht
werden, indem man die Saule mit 8 ml 0,1 M Zitrg@meldsung wascht. Die
gewonnenen Fragmente kénnen in ihrer Konzentratidtels Photometrie bestimmt

werden und mit Hilfe von Gelelektrophorese gendgenteilt werden.

3.4 Inhibition der Infektion mit Fab-Fragmenten

Die Inhibition der Infektion mit Fab-Fragmenten kamicht auf den anti-S-Titer
geeicht werden. Deshalb wird hier wiederum die Maas Protein definiert. Dabei
wurde in den Versuchen von einer maximalen Proteirge von 2 pg pro Kavitat an
Fab-Fragmenten ausgegangen. Die Titrationsreiheteitesdann aus 1 : 10
Verdinnungen. Der Versuch wurde wiederum mit Vides Genotyp D mit der
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bekannten Viruslast von 5 10* Genomaquivalenten pro well durchgefiihrt. Die
Zelliberstande wurden regelmassig (siehe 3.2) amgeren und schliel3lich auf die
Produktion von HBsAg und HBeAg hin untersucht.

3.5 ELISA zur Ermittlung der Proteinkonzentrationen von
HBsAg und HBeAg

Wie bereits erwahnt, wurde der Zelliberstand dehnibitionsexperimente der
einzelnen Infektionen mittels ELISA auf den GelaitHBsAg-Produktion untersucht.
Der ELISA ist ein sehr sensitives und spezifischésfahren, um in LOsung
befindliche Proteine nachzuweisen (< 1 ng). Der iW@wendete ,Sandwich-ELISA*
fuldt auf dem Prinzip, das zu detektierende Pratpezifisch an einen immobilisierten
ersten Antikorper binden zu lassen. An das gebund@mtein (in unserem Fall
HBsAQ) bindet dann spezifisch ein zweiter AntikGrpmit dem ein Enzym konjugiert
ist. Dieses Enzym vermag ein zugegebenes chromsdemastrat zu einem farbigen
Endprodukt umsetzen. Dabei ist die Farbreaktioncueussgepragter, je mehr Protein
an Antikérper gebunden wurde. Insgesamt ist alsoStérke des Farbumschlags ein
Maf3 fur die Produktion von HBsAg durch die infizeax primaren Tupaia-
Hepatozyten. In unserem Fall handelte es sich bm drsten Antikdrper um den
murinen monoklonalen Antikdrper C 20/2. An den zeseianti-HBs- Antikdrper ist
eine Peroxidase (POD) gekoppelt, die das zugegeBastrat (OPD) zu einem
gelblich-braunen Farbumschlag umsetzt. Das folgeBdbema verdeutlicht das

Funktionsprinzip eines ,Sandwich-ELISA".
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Substrat @ @
2.Ak: a-S (Dade Behring) @

Subvirale Partikel (HBsAQ)

1.Ak: a-S (C20/02)

/7777

Abb.2: Die Abbildung demonstriert das Funktionspifineines ,Sandwich-ELISA®. An der
Materialoberflache ist der erste Adtider gebunden (C 20/2). An diesen Antikdrper
bindet spezifisch das gesuchte ProgdiBsAg). An dieses Protein bindet dann der
zweite Antikorper, an dem ein speeliiss Enzym (POD) gebunden ist. Dieses
Enzym bewirkt einen Farbumschlag dassBats (OPD). Die Intensitat des
Farbumschlags ist proportional zurugbgen Proteinkonzentration. Die Abbildung

stammt aus dem Insitut fir Medizinesgéhrologie der JLU-Giessen.

Die Zelliberstande enthalten je nach Infektiondgrfenterschiedliche Mengen an
HBsAg. Um die Produktion von HBsAg zu quantifizierevurde eine 96-Loch-
Mikrotiterplatte (Maxisorb, Nunc, Wiesbaden) mitndemurinen Antikdrper C20/2
beschichtet. Dieser Antikorper lag in einer Stansutiy (1 mg/m)l vor, wurde dann
1:500 in 17,5 mM Beschichtungspuffer (NaPP, pH vgtdinnt und folgend zu je 50
ul in jede Vertiefung pipettiert. Anschliessend deirdie Mikrotiterplatte mit einer
Klebefolie abgedeckt, um eine Verdunstung des ivelateinen Volumens zu
verhindern. Die Inkubationsdauer fur den erstenk@nper betrug bei 37 Grad Celsius
2 h oder bei 4 Grad Celsius Uber Nacht. Nach deeerinkubationszeit wurde die
Mikrotiterplatte im ,ELISA-Washer" (Columbus, Tecpaweimal mit PBS/ 0,1 %
Tween 20 und zweimal mit PBS gewaschen. Um ein emfgches

Bindungsverhalten zu verhindern, wurde in jede Kdvdanach 200 pl TNE/10 %
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FKS pipettiert und die Mikrotiterplatte fir weitePeh auf einem Rittler bei 37 Grad
Celsius inkubiert. Darauf wurde die Platte wiederum,ELISA-Washer” zweimal
mit PBS/0,1% Tween 20 und zweimal mit PBS gewascheigend wurden jeweils
50 ul der an den unterschiedlichen Tagen abgenoeméelliberstandsproben in
jede Vertiefung pipettiert. Um anschlieBend das ABguantitativ bestimmen zu
konnen, wurde pro Mikrotiterplatte jeweils einer@tardreihe mit gereinigtem HBsAg
erstellt. Eine Ausgangskonzentration wurde in sieBehritten immer 1:2 verdinnt.
Von diesen angesetzten Verdinnungen wurden ebefgalkils 50 pl pro Vertiefung
pipettiert. Es folgte eine erneute Inkubationsxen 2 Stunden bei 37 Grad Celsius
auf dem Rudttler. Im Anschlul3 fand ein erneutes \Waszweimal mit PBS/Tween 20
und zweimal mit PBS statt. Danach wurden pro Venig 50 ul des zweiten
Antikorpers (anti-HBsAg-Peroxidase-Konjugat; c= §/ml) hinzugefugt, der zuvor in
einer Verdinnung von 1:100 in PBS/0,1 % Casein dseljt worden war. Erneut
inkubierte die Mikrotiterplatte fur 1 h unter Sctelh bei 37 Grad Celsius. Folgend
wurde die Platte wieder zweimal mit PBS/0,1% Twe#h zweimal mit PBS
gewaschen. In der Zwischenzeit wurde das Substrdteveitet. Dazu wurden zwei
OPD-Tabletten (o-Phenylendiamin, Dako) in 6 ml Bideund 2,5 ul
Wasserstoffperoxid (30 %, Sigma) aufgel6st. Vorselie Substrat wurde jeweils 50 pl
pro well in die Mikrotiterplatte pipettiert und htgeschuitzt etwa 15 Minuten bei 37
Grad Celsius auf dem Rttler inkubiert. Die Reaktieurde daraufhin mit 50 ul einer
0,5 M Schwefelsaure (1 N) gestoppt. Im Photomeié& 400, Diagnostic, Pasteur)
konnte dann die Extinktion bei einer Wellenlangenvd92 nm mit einer
Referenzwellenlange von 692 nm gemessen werden.

Die Bestimmung des HBeAg erfolgte im DiagnostiscHeabor des Instituts fur
Medizinische Virologie der JLU-Giessen. Als Verfahr wurde mit einem
Mikropartikel Enzymimmunoassay (MEA) der Firma Abl{exsym) gearbeitet. Ein
Dank fur diese Mdglichkeit geht an Herrn Dr. Willem

3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGEjur

Proteinauftrennung
Die SDS-PAGE trennt bestimmte Proteine aufgrundeshrunterschiedlichen
Molekulargewichts auf. Laemmli beschrieb 1970, ddissProteine durch Inkubation
bei hohen Temperaturen mit SDS (anionisches Detejgend DTT (Disulfidbriicken-

reduzierendes Mittel) vollstandig denaturiert unskdziiert werden. Das SDS bindet
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an die Proteine und gibt ihnen damit eine starlgatiee Ladung. Folglich kdnnen die
Proteine nach Auftragen auf ein SDS-Gel mit Hilieee elektrischen Spannung
aufgetrennt werden, indem sie aufgrund ihrer negatiadung im elektrischen Feld
zur Anode wandern. Durch Verwendung bekannter Proi@ker und den Vergleich
der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiteer dProteine, kdnnen
Informationen uber die Molekiilgrosse bzw. das Molakgewicht gewonnen werden.
Um Proteinmengen quantifizieren zu konnen, sollie Broteinstandard des zu
detektierenden Proteins in unterschiedlichen Meng@nauf das Gel aufgetragen
werden.

Zunachst wurde zu Beginn jeden Versuchs eine Vewddgsreihe eines
Proteinstandards hergestellt (gereinigtes HBsAg)sd#zlich kam eine definierte
Menge an 4 x Probenpuffer und 10 % DTT hinzu, sssdaan ein vorher definiertes
Gesamtprobenvolumen erhielt. Das fehlende Volumemndg durch dbO ersetzt.
Nach dem Zusammenpipettieren der einzelnen Anséirden diese im Warmeblock
10 Minuten bei 70 Grad Celsius erhitzt. Zwischetiizgdi konnte die Gelkammer
(Xcell Surd.ock Minicell, Invitrogen) zusammengebaut und dasl @Novex-12%
Tris/Bis, 17well, Imm, Invitrogen) eingesetzt werd®arauf wurde die Laufkammer
mit dem Laufpuffer 1XxMOPS befullt. In die innere idmer des Systems wurden
zusatzlich 500 pl Antioxidans (Invitrogen) pipettieDer Proteinmarker (SeeBlue
Plus2, Invitrogen) wurde folgend in eine Tasche @els eingeflllt. Je nach Geldicke
wurden 3 pl bei Imm dicke Gelen verwendet, beimiyd dicken Gelen benutzte man
5 pl Marker. Nach der Beladung des Gels mit derbex@iteten Proben wurde eine
Spannung von 200 V angelegt, bei einer Stromsténkeungefahr 100 bis 115 mA.
Die Laufzeit ergab sich aus der ausreichenden dufiing des Proteinmarkers, was

meistens eine Zeitspanne von etwa 45 bis 60 Minlendtigte.

3.7 Proteindetektion mittels Western Blot und immuologischer

Farbung
Nachdem die Proteine bei der Gelelektrophorese eén $DS-PAGE (siehe 3.6)
aufgetrennt wurden, sollten sie im folgenden immogisch detektiert werden.
Zunachst werden die Proteine auf eine stationaasd’{PVDF-Membran) transferiert.
Auch hier wird eine Spannung angelegt, so dasselgativ geladenen Proteine dem
Strom folgen und aus dem Gel auf die Membran teansft werden. Dort werden die

Proteine gebunden. Nun kann mit Hilfe spezifischstikbrper das gesuchte Protein
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detektiert werden. Ein erster Antikorper bindetelliram Zielprotein, ein zweiter,
enzymkonjugierter Antikorper bindet spezifisch aendersten. Daraufhin wird ein
passendes Substrat hinzugegeben, welches von deymHEmmgesetzt wird, so dass

das daran gebundene Protein hachgewiesen werden kan

3.7.1 Funktionsprinzip des Western Blot

Zunachst wurde die Blotmembran (Millipore, Eschboim eine Wanne gelegt und
etwa 5 Minuten in Methanol auf einem Schiittler ipieut. Anschliessend wurde das
Methanol entfernt und die Membran wurde 5 Minuterix Transferpuffer inkubiert.
Folgend wurde die Blotkammer (Xcell 1l Blot Modulépvitrogen) luftblasenfrei
zusammengebaut. Die folgende Skizze verdeutlicht deifbau der genannten

Blotkammer.

Schwammchen (2X)

| Filterpapier

S Blotmembran (PVDF)
T Cfl

I Filterpapier

Schwammchen (2X)

Kathode ()

Abb.2 : Blotkammeraufbau mit den einzelnen gesthteln Komponenten. Die Abbildung
stammt aus dem Institut fur Medizihisd/irologie der JLU GielRen.

Die innere Kammer der Apparatur wurde mit Trangsiéigy befillt, die &ussere
Kammer mit Bidest. Die Spannungsquelle wurde beereBtromstarke von 250 mA
angeschlossen, die Spannung lag dabei etwas un¥ér bhangig von der Dicke des
Gels dauerte der Blotvorgang etwa 1 bis 1,5 h. Imschluss daran wurde die
Blotmembran in den entsprechenden Blockpuffergiele
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3.7.2 Immunologische Anfarbung der transferierten Poteine mit Western
Breeze®
Die Membran wurde in eine vorgefertigte Blocklosuiipti-Block®, Roth + 1 %
BSA) gelegt und Uber Nacht bei 4 Grad Celsius imkbDann wurde die Membran
zweimal fir je 5 Minuten in Bidest gewaschen undrdanit dem ersten Antikdrper
inkubiert. Man verwendete als ersten Antikérper XI&/07 (c= 1 mg/ml), der zuvor
1:2000 mit TNE/O,1 % FKS verdunnt worden war. Mitféleines Folienschweissers
wurden die Membranen bei diesen Schritten in Faligeschweisst, so dass auch mit
geringen Volumina effizient experimentiert werdesnfte. Die Inkubation des ersten
Antikorpers erfolgte fir 1 h bei 37 Grad Celsiug ainem Schuttler. Im folgenden
wurde die Membran jeweils fur 5 Minuten finfmal geehen, zunachst in PBS, dann
dreimal in PBS/0,5 % Tween 20 und ein letztesmalier in PBS. Im Anschluss fand
die Inkubation mit dem zweiten Antikdrper statt ¢2Antibody-Solution, Alkalische
Phosphatase konjugiert), die wieder fir 30 Mindten37 Grad Celsius durchgefuhrt
wurde. Erneut wurden die oben beschriebenen fiunsdWachritte durchgefihrt.
Danach wurde die Membran jeweils fir etwa 2 Minudezimal in Bidest gewaschen.
Es folgte eine Inkubation der Blotmembran mit @5Chemolumineszenzreagenz fur
5 Minuten bei Raumtemperatur. Die Membran wurdelaliiesssend in eine neue Folie
eingeschweisst. In einer Dunkelkammer erfolgte Hrewicklung des Blots. Der
Blotstreifen wurde in einer Autoradiographie-Kasseanit Tesafilm fixiert und ein
Rontgenfilm aufgelegt. Die Expositionsdauer betjagnach Versuch zwischen 2
Sekunden und 5 Minuten. Der Film wurde mittels desomatischen Filmentwicklers
Curix 60 AGFA (Mortsel, Belgien) entwickelt.

3.8 Silberfarbung

Zur Silberfarbung wird das Gel zunadchst Uber Naohkeine 1:1 Mischung von

Methanol und Bidest gelegt. Danach wird das Gebketw Minuten unter stéandigem
Austausch von Bidest gewaschen. Im Anschluss daieth das vorbehandelte Gel
ungefahr 20 Minuten in einer Silbernitratiosungaweenkt. Hierauf folgend wird das
Gel erneut fur 10 Minuten grundlich in Bidest gealdn, um dann sogleich in die
Reducerlésung Uberfihrt zu werden, wo man es efaihuten beldsst, bis die
gewilnschte Bandenstarke erreicht ist. Man kann Glals daraufhin noch in eine
Fixierungslosung (siehe 2.9) legen, so dass dasefBgkscannt oder abfotografiert

werden kann.
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3.9 Coomassie Farbung von Gelen

Die Gele werden nach Beendigung der Elektrophosedert in saubere Schalen
Uberfuhrt und wenigstens eine Stunde in der Fixigslosung unter kontinuierlicher

Bewegung inkubiert. Folgend wird der Fixierer dumtie Farbelésung ersetzt und
unter stadndigem Schitteln fur mindestens zwei weitgtunden inkubiert. Dann

erfolgt der Transfer der Gele in den Entfarber. @a&ann das Gel Uber Nacht unter
standiger Bewegung im Entfarber belassen werdedui@h wird der Hintergrund klar

und die Proteinflecken sind besser zu erkennen.@ake kdnnen eingescannt oder

auch eingeschweisst werden.

3.10 1gG-Isolierung durch Natriumsulfatfallung

450 pl  Humanserum wurden mit 450 pl 0,2 M Natritngphatpuffer pH 7,4
gemischt. Nun wurden zu dieser Lésung 900 ul edeeiRaumtemperatur gesattigten
Natriumsulfatlosung (36 Gew. %) langsam hinzugegelwed 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Indem diese Salzl6sumg Serumgemisch gegeben wird
kommt es zu einer Verringerung der Dipolwechselumgien zwischen den
Oberflachenaminosauren und dem Lésungsmittel undtdau einer Verringerung der
Proteinl6slichkeit. Vor allem ist eine gute Durclschiung der Lésung wahrend der
Natriumsulfatzugabe zu beachten, damit lokal hohenzentrationen vermieden
werden und ein Ausfallen von Albumin verhindert dem kann. Nach dieser
Inkubationszeit wurde die Probe bei 1500 U/min. 3niden zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, der Rickstand in 900 pl 0,1PNbsphatpuffer mit pH 7,4
geldst, die Fallung wiederholt und das Pellet nabhentrifugation des Uberstands in
250 pl 0,1 M Phosphatpuffer gelost. Die Proteinkameation wurde durch Messung
der optischen Dichte bei 280 nm im Photometer tvasti

3.11 Aufreinigung mit DEAE-Sephacel-lonenausiuscher

Der DEAE-Sephacel-lonenaustauscher wird vorgeguahe24 % Ethanol geliefert.

30 ml der homogenen Suspension wurden 30 SekureletbB0 U/min. zentrifugiert

und anschliessend konnte der Uberstand abgesaugienve Der verbleibende

Ruckstand wurde in 30 ml eines 0,05 M Tris-HCI-Rts8fbei pH 8,0 resuspendiert
und der Vorgang wurde erneut wiederholt. Nach @esreResuspension wurde die
Fllssigkeit mittels eines Buchner-Trichters undeeinFilterpapier (Schleicher &

Schuell Rundfilter 589 Schwarzband) unter Verwempduon einem Liter des
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genannten Puffers gewaschen. Der Rickstand wurdetwa 12 ml des Puffers
resuspendiert. Dann wurde eine 1:1 Mischung vonur8emund prépariertem
Sephacelionenaustauscher vorgenommen. Nach gutershmigchen und einer
Inkubationszeit von 15 Minuten bei RT wurde die &tisng bei 1500 U/min.
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen wmhte auf die entsprechenden

Antikorperfraktionen hin untersucht werden.

3.12 Antikorperaufreinigung mittels Dynabead® Protein G

Die beschriebene Aufreinigung bezieht sich auf énebenmenge von etwa 100 pl
Serum. Zunachst werden die Dynabeads Protein G fiis 2 Minuten gevortext. Es
werden 100 pl der Dynabeadsuspension in ein sauberel silikonisiertes

Eppendorfrohrchen Uberfuhrt. Dann wird das Gefdss dine Minute auf den

Magnetblock gestellt und der erhaltene Uberstand albpipettiert. Es werden 500 pl
0,1 M Natriumphosphatpuffer mit einem pH Wert vorD Shinzugefligt. Dieser

Waschvorgang wird nochmals wiederholt. Anschliedseind die Serumprobe zu den
gewaschenen Dynabeads hinzugefugt und fur 40 Minuéer leichtem Schutteln bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wird das Eppendd&@fgéir weitere 2 Minuten auf

den Magneten gestellt und der Uberstand wird aljgpe Zu den Dynabeads wird
nun 500 pl des 0,1 M Natriumphosphatpuffers pH Bizugegeben. Um eine
Immunpréazipitation zu vermeiden wurde dem Puff@10% Tween 20 beigesetzt.
Dieser Waschschritt wird im folgenden noch zweima¢derholt. Zur Elution der

gebundenen Antikérper werden 30 pl 0,1 M ZitronensgpH 2-3) zu den Dynabeads
hinzugegeben. Diese Losung wird fur 2 Minuten ge@mgscht. Nachdem das
Eppendorfgefass wieder auf den Magneten gesetadaykonnte der Uberstand mit
den gereinigten IgG’s abgenommen werden. Die gaic®chritte werden nochmals
durchgefuhrt, so dass man letztendlich ein Volunwen 60 pl mit gereinigter

Antikorperlésung enthalt.
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4. Ergebnisse
Mit dem Tupaia Hepatozyten Infektionsmodell fur thdektion mit dem Hepatitis B

Virus sollen mehrere Fragestellungen beantwortetdere Zum einen soll eine
Beurteilung der Inhibitionspotenz fir eine Infektimit HBV ganz unterschiedlicher
Antikdrper und Antikérperklassen vorgenommen werdefum anderen soll
insbesondere die Bedeutung des PraS1-Oberflachgeasmtund dagegen gerichteter
Antikorper fur den Inhibitionserfolg einer Infekticuntersucht werden. Aufgrund des
Vorliegens eines unbekannten Inhibitionsfaktors tlie Infektion mit HBV in
humanen Seren (Kéck et al., 2001), sollte moglichagtreinen Antikdrperldsungen
gearbeitet werden. Deshalb wurden zunachst uniediiine Aufreinigungsverfahren

far Immunglobuline untersucht.

4.1 Aufreinigungsverfahren von Immunglobulinen ausSeren

Man kann unterschiedliche Reinigungsverfahren zwoligrten Gewinnung von
Immunglobulinen aus Seren verwenden. Dabei versodm als optimale Losung
einerseits die Immunglobuline in mdglichst hohernkentration und maximaler
Reinheit zu gewinnen, andererseits die restlichenui8proteine so gut als méglich zu
eliminieren. Es gilt also das fur die jeweilige @eatellung richtige Verfahren

auszuwahlen, welches die kontraren Zielsetzungstmtiglich vereint.

4.1.1 Vergleich unterschiedlicher Aufreinigungsverdhren

Um die Qualitat einzelner Aufreinigungsverfahren Zoeurteilen, wurden

unterschiedliche Methoden miteinander verglicheaziDwurden Seren (1) mit der
Natriumsulfatmethode gefallt, (2) mit Sephacel aovégnigt und (3) mit Hilfe von

Dynabeads aufgearbeitet. Bei den Dynabeads haedekich um mit Protein G
beschichtete Kugeln mit einem Durchmesser von 2i8. |Protein G ist ein

Zellwandbestandteil, der von Streptokokken der @eu produziert wird. Protein G
besitzt eine hohe Spezifitat fur Immunglobuline urindet die meisten

Immunglobuline von Saugetieren durch Interaktiont dem Fc-Fragment von
Antikérpern. Das Protein G, welches im folgendenvaadt wird, ist ein etwa 30 kDa
schweres Molekil, das an den Dynabeads gekoppeltiegto und dessen
Albuminbindungsstelle rekombinant entfernt wurdem& bleiben lediglich die 1gG-

Bindungsstellen Ubrig. Die aus dem Serum gewonn@meben wurden auf ein SDS-
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Gel aufgetragen, die Gele anschliel3end mit Coomaster nach der Silbermethode

eingefarbt.

Marker M 1 2 3
191 kDa- '
-
97 kDa- | =
64 kDa - - <+—  Albumin (68 kDa)
51 kDa- - — - <«— Schwere Ketten
Der Antikorper
39 kDa-
Leichte Ketten der
28 kDa - .- = Antikorper (28 kDa)
19 kDa- ¥
-
.

Abb.1: Coomasie-Gel mit den durch verschiedene Ingtobulinaufreinigungsverfahren
gewonnenen Proben. Bei 28 kDa sindalieiligen gewonnenen leichten Ketten der
Antikorperfraktionen zu sehen. Manadigte die unterschiedliche Starke der Banden
in den einzelnen Spuren. Es wurderis & ug Gesamtprotein pro Spur eingesetzt. Bei
ungefahr 68 kDa erkennt man die Batwle Serumalbumin in den unterschiedlichen
Spuren. 1  Aufreinigung mit Dynabea2lNatriumsulfatausfallung; 3 Aufreinigung
mit Sephacel; M Proteingrossenma8esblue

Man sieht auf den Gelen, dass bei allen Aufreinggerfahren die Antikorper-
fraktionen in HOhe der 28-kDa-Bandeadtdn bleiben. Vor allem erkennt man die
Reduktion storender Proteine durchAdi&einigung mit Protein G.

Wie beschrieben, ist die Aufreinigungitets Protein G sehr spezifisch. Eigentlich
sollten also nur die entsprechendenik@nper nach dieser Aufreinigungsmethode
nachgewiesen werden konnen. Durch adrerm Gehalt an Serumalbumin ist jedoch

eine vollkommene Elimination von andef&erumproteinen nicht moglich. Dennoch
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lassen sich also durch dieses speldiséerfahren die Antikérper in der héchsten
Reinheit gewinnen. Allerdings erkenrdamim Vergleich mit den Ubrigen Methoden,
dass auch diese die stbrenden Progétndnen eliminieren. Insbesondere fallt in der
Natriumsulfatausfallung die Redukticar dlbuminfraktion auf.

Dariber hinaus bietet die Natriumsulfatausfalluadso bei guter Ausbeute
fur die Gewinnung von Serumantikorpern den Vortsr einfachen Aufreinigung
einer groReren Probenmenge. Deshalt bai den folgenden Versuchen auf diese

Methode zurtickgegriffen.

4.1.2 Natriumsulfatfallung vorliegender Seren

Wie oben gezeigt (4.1.1) ist die Ausfallung mit Nansulfat zur Aufreinigung der
Antikorperfraktionen von Seren geeignet. Deshalbrden die zur Untersuchung
vorliegenden Seren zunachst mit dieser Methodeedd@ittg Bei den 16 Seren handelt
es sich um Hyperimmunseren, die einen hohen Ararilanti-HBs Antikorpern
besitzen und die freundlicherweise vom Institut Tiansfusionsmedizin in Suhl zur
Verfigung gestellt wurden.

Von jeder Serumausfallung wurde photometrisch d@-Konzentration bestimmt.
Um den Erfolg der Aufreinigung zu belegen, wurde 8DS-Gel mit den hergestellten
Proben beschickt und mit Coomassie angefarbt. JFagd#allung enthalt die zu
erwartenden Antikérper. Man findet bei 28 kDa beidgr Probe eine ausgepragte
Bande. Hierbei handelt es sich um die leichten dfettler Immunglobuline. Bei
ungefahr 51 kDA findet man die schwere Kette. Esdedt sich bei der
Natriumsulfatausfallung um eine rein chemische Aimigung von Seren. Deshalb
erhalt man eine Reihe unspezifischer Banden, dierschiedlichen Serumproteinen

entsprechen.
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Abb.2: Die Abbildung zeigt die Auftrennung der nhiilfe der Natriumsulfatausfallung
Gewonnenen Proben einldyperimmunseren aus Suhl mit Hilfe eines Cooimass
Gels. Es wurden jewéilspg der entsprechenden Serumausfallung eingelttn
findet bei 28 kDa bedgr Probe eine ausgepragte Bande. Hierbei hagslelich
um die leichten Kettder Immunglobuline. Bei ungeféhr 51 kDa findet nthe
schwere Kette

4.2 Nachweis monoklonaler Antikdrper mittels

Western-Blot
Um den Gehalt an Antikérpern gegen HBsAg bestimmankdnnen, wurde ein
Nachweisverfahren auf der Basis eines Western-8fwtvickelt. Es wurde mittels
SDS-PAGE und anschlieRendem Western-Blot die \gghde Membran mit
Hepatitis B-Virus Oberflachenprotein beschichtee &ach nachzuweisendem
Antikdrper wird ein zweiter gegen dieses Proteiniageter markierter Antikorper
ausgewahlt, der in einer photochemischen Reaktamb&r gemacht wird. Kann man
also im letzten Schritt eine Reaktion nachweisen,st damit das Vorliegen des

gesuchten Antikdrpers bewiesen. Dabei kann manNBhweis monoklonaler von
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polyklonalen Antikérpern unterscheiden. MonoklonAlatikorper liessen sich in den
durchgefuhrten Experimenten gut nachweisen. Effestgth die Frage, ob derartige
Nachweise auch im Hinblick auf polyklonale Antiseradglich waren. Vor allem war
im Hinblick auf die folgenden Versuche interessaft,die vorliegenden Proben anti-
praS1 Antikorper enthielten. Um die Nachweismethade entwickeln wurde
monoklonaler muriner Antikdrper verwandt (MA18/0dgr gegen die praS1-Domane
des HBs-Antigen gerichtet ist. Um gleichzeitig etwé@ber die Sensitivitat der
Nachweismethode sagen zu koénnen, wurde das HBsAg alasteigenden

Konzentrationen auf die Membran aufgetragen.

200 kDa—
97 kDa — —

<«— Dimere

4—
66 kDa —
45 kDa —

+«— gp 42

0 39 LHBs

Abb.3: Blotmembran, beschichtet mit absteigendenz€atrationen von hochreinem HBsAg
zum Nachweis von praS1-Antikorpern. Padigen wurde mittels Succrose-Dichte-
Gradientenzentrifugation aus Patierdema gewonnen. Der erste Antikorper ist
monoklonal, murinen Ursprungs und gedinpraS1-Doméane gerichtet (MA18/07).
Als zweiter Antikdrper wurde ein antiaMs-Peroxidaseantikorper verwendet. Die
Detektion fand mit Hilfe von Chemoluraszenz statt. Die Spur 1 enthalt 100 ng, Spur
2 enthalt 50 ng, Spur 3 enthalt 25 nd Spur 4 enthalt 12,5 ng HBsAg (Genotyp D).

Man erkennt auf dem Blot, dass bei allen Konzeioinan der aufgetragenen
Sphaeren, die nur ca. 10 % praS1 enthalten, dersercNachweis des LHBs gelingt.
Damit kann die Sensitivitat des Nachweisverfahratss relativ hoch eingeschatzt

werden, da noch Mengen von HBs-Antigen im unteramdgrammbereich sehr gut
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nachgewiesen werden kénnen. Um die Sensitivitah i@sser beurteilen zu kénnen,

ist es sinnvoll eine noch genauere Titration desgéns vorzunehmen.

Dabei wurde in einem weiteren Schritt ein 12 % JDE5E Gel gefahren, welches

daraufhin geblottet wurde. Dieses Gel wurde nickitdem gesamten HBs-Antigen

beschichtet, sondern mit rekombinant hergestelltengristoyliertem praS1-Peptid.

1 23 4 56

HupreS1IWT—> s

Abb. 4: Die Blotmembran ist auf der linken Seitéeial mit dem synthetisch hergestellten
praS1-Peptid (HupreS1WT) beschich#etf der rechten Seite sind gereinigte

subvirale Partikel

7 8 9 10

- 200 kDa
- 97 kDa

- 66 kDa
. { 45 kDa

- 31 kDa

- ca. 4 kDa

aus Seren aufgema Die Detektion erfolgte mittels

Chemolumineszenz. Die Belichtungsgeit Films betrug 2 Sekunden. Das praS1-

Peptid lasst sich bei einem Molekydavicht von etwa 4 kDa nachweisen.

Erlauterungen zu den einzelnen Spuren:

1

© N O W

20 ng HupreS1IWT
1 ng HupreS1WT

2
4

0,01 ng HupreSIWT 6

12,5 ng HBsAg
50 ng HBsAg

8
10

10 ng HupreS1IWT
0,1 ng HupreS1IWT
0,001 ng Hup&'$
25 ng HBsAg

100 ng HBsAg

Man sieht auf dem Blot leicht, dass der Nachwess ML ng HupreS1IWT sehr gut

zu fuhren ist. Auch die Reaktion mit dem komplettAntigen zeigt, dass der

Nachweis monoklonaler Antikorper, die gegen di&Si-Doméane gerichtet sind, sehr



44

effektiv funktioniert. Um zu Uberprifen ob man hudie noch geringeren
Konzentrationen von HupreS1WT nachweisen kanmde/die Belichtungszeit bei der
Auswertung von 2 auf 15 Sekunden erhdht. Damitlwiwar der Hintergrund an dem
Proteine auch unspezifisch binden Jentsnaiig starker abgebildet, andererseits
kénnen ebenfalls noch geringere MengenAntigen sichtbar gemacht werden.
Insgesamt zeigte sich, dass die Seitattides Nachweisverfahrens bis in den
Subnanogrammbereich reicht und damithaweringe Konzentrationen von
anti-praS1 in den verwandten Proberhgewiesen werden konnten. Dabei handelte
es sich allerdings um monoklonale Adger. Die folgende Aufgabe bestand

also darin auch polyklonale humane Kirper nachzuweisen.

4.3 Nachweis von Anti-PraS1-Antikérpern aus humanerseren

mittels Western-Blot
Wie oben bereits erwéhnt, sollte nun der Nachweis anti-PraS1 Antikdrpern aus
humanen Seren mittels Western-Blot lgeio. Es gelang trotz der hohen
Sensitivitat des Western-Blot mit dreséMethode kein Nachweis dieser
Antikérper. Hierfir sind sicherlich nrehe Grinde anzufuhren, die spéater

diskutiert werden sollen.

4.4 Isolationsergebnisse primarer Tupaia-Hegazyten

Zur Simulation des Verlaufs einer Infektion mit HBN vitro wurde das Infektions-
modell mit primaren Tupaia-Hepatozyteenutzt. Dieses schon in der Einleitung
beschriebene Modell vereint mehreret&ta. Zum einen sind kultivierbare primére
humane Hepatozyten aus Leberteilrese&ti nur sehr bedingt erhéltlich, zum
anderen weisen diese Zellen in der Regee geringe Suszeptilitdt unter
experimentellen Bedingungen auf (Grigoral., 1988). Folglich erschien es sinnvoll
auf andere leicht zu beschaffende iBedth zurtickzugreifen, wie zum Beispiel auf
primare Hepatozyten von Kleinsdugerig gtwa der Ratte. Leider sind diese Zellen
nicht fir eine HBV-Infektion suszeptibeDeshalb wurden fir die hier zu
beschreibenden Inhibitionsexperimemimre Tupaia-Hepatozyten in einem in vitro
Zellkulturmodell verwendet. Die Vialtdt der isolierten Zellen lag im Allgemeinen

bei Gber 90 % im Trypanblau-Ausschlufteren, die Anheftungsraten bei ca. 75 %.
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4.5 Inhibition der HBV-Infektion von primadren Tupai a-
Hepatozyten-Kulturen mit monoklonalen Antikorpern
gegen die HBV-Oberflachenproteine

Zunachst wurden die verwendeten Viren mit versamned monoklonalen
Antikdrpern gegen unterschiedliche Epitope der @&anenproteine des HBV
vorinkubiert. Es sollte untersucht werden, ob daldur unterschiedliche
Inhibitionserfolge der Infektionen erreicht werdemnten.

Die Vorinkubation des Virus mit dem Antikérper daigel — 2 h. Danach wurde die
Virus-Antikorper-Mischung auf die Zellen gegebeaddn 3. Tag wurde das Medium
abgenommen und in den Zelliberstdnden das sekeeti8sAg bzw. das HBeAg
bestimmt. Als Inokulat wurde eine gereinigte Vimagtion mit 2-18 Viren/ml des

Genotyps D verwendet.

Zur Inhibition wurde jeweils ein Uberschuss einesnoklonalen Antikdrpers benutzt.
Dabei wurden die Antikérper C20/2, Q19/10 und MAIB/ mit den Viren
vorinkubiert. C20/2 ist gegen die S-Domane, Ql@d&derentiell gegen das praS2 im
MHBs und MA18/07 gegen die praS1-Doméne des LHBwclget. Als Kontrolle
diente eine Vorinkubation von Viren mit einem Ariitker gegen Hullproteine des
Cytomegalievirus (anti-CMV) und ein Ansatz ohne uéir und Antikérper und
schlief3lich ein Ansatz allein mit Virus.

Die Zelliberstdnde wurden je nach Abnahmedatum ipdsttionem bezeichnet. So
stellt das Inokulat (Ino) den Zelliberstand nach skdndiger Inkubation mit den
Hepatozyten dar, T3 bezeichnet den Zelliberstaach weiteren 3 Tagen, T6 nach 6,
T9 nach 9 und T12 nach 12 Tagen, usw.. Diese Zaiiiinde wurden mittels eines
Sandwich-ELISAs auf die Konzentration an HBsAg wuwueht. Eine

Verdunnungsreine mit definierten Mengen an HBsAgnt# als Eichreihe.
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Tab.1 : Sekretiertes HBsAg in ng/ml der einzelnefiiiberstande zu den Zeitpunkten Ino, T3, T6, T9,

T12; HBeAg als Vielfachdes Grenzwerts fiir eine positive Reaktion (Sat@pleff: S/CO).
Der HBeAg-Test wurde ohiin Proben des Zeitpunkts T9 durchgefuhrt.

HBsAg

HBeAg

Probe Ino T3 T6 T9 T12 S/CO  [Pos/Neg
Virus 9,564 10,628 | 0,595 1,139 0,662 1,97 Posit{v
Virus 8,207 10,569 | 0,385 0,863 0,536 2 Positiy
MA 18/07 4,246 | 0,268 | 0,243 0,167 0,142 0,4 Negativ
MA 18/07 4,388 |0,343 | 0,201 0,159 0,142 0,25 Negdgtiv
Q 19/10 2,914 | 0,301 | 0,151 0,134 0,126 0,3 Negdqtiv
Q 19/10 3,903 | 0,251 | 0,159 0,159 0,151 0,4 Negativ
C 20/2 0,251 | 0,134 | 0,117 0,117 0,151 0,23 Negativ
C 20/2 0,401 | 0,075 | 0,092 0,075 0,092 0,29 Negaqtiv
Anti-CMV 5,939 (0,609 | 0,523 1,059 2,185 3,24 Positiy
Anti-CMV 8,375 0,589 | 0,305 0,655 1,205 1,5 Positiy
Ohne Virus 0,053 | 0,060 | 0,066 0,066 0,179 0,24 Negat
Ohne Virus 0,086 | 0,093 | 0,093 0,093 0,199 0,22 Negat

Tabelle 1 zeigt die ELISA-Ergebnisse bezogen aaf HBsAg-Konzentration in
den jeweiligen Zelliberstandsmedien. Dabei kann enender Tabelle den jeweiligen
Zeitpunkt der Zelliberstandsentnahme ersehen, defedie jeweilige Kombination
der Vorinkubation des Virus mit den jeweiligen mé&lomalen Antikdrpern.

Betrachtet man die HBsAg-Konzentrationen eines faesaim zeitlichen Verlauf der
Infektion, so sieht man, dass die HBsAg-Konzerdran im Inokulat am hdchsten
sind. Dieses ist damit zu erklaren, dass die Holpne des Virus noch im ELISA
detektiert werden. Als nachstes beobachtet marypmsahen Falle der Infektion zum
Zeitpunkt T3 und eventuell auch noch zu T6 ein sebdriges oder negatives Niveau
von HBsAg. Jenes lasst sich folgendermal3en versteNachdem das Inokulat
abgenommen wurde, sind die primaren Hepatozytenrmadd mit Nahrmedium

gewaschen worden (vgl. Versuchsdurchfiihrung). Dakahnte ausgeschlossen

werden, dass Virus oder anderes Antigen, das salbst von infizierten Hepatozyten

produziert worden noch

ist, im  Versuch verbleibt.a Ddie mit dem

Inokulationsmedium infizierten Hepatozyten anfangsch kein eigenes HBsSAgQ
herstellen, findet man bei T3 und auch noch in Azesébei T6 eine relativ niedrige
Proteinkonzentration. Die Anstiege der HBsAg-Korteationen zu den Zeitpunkten

T9 und T12 beruhen also ganz allein auf der Anpgeduktion mit HBV infizierter
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primarer Tupaiahepatozyten. Damit stellt die HOolee HBsAg-Konzentrationen in
den einzelnen Uberstanden ein direktes MaR fiirldaktionserfolg der Zellen dar.
Durch Zusatz verschiedener Antikorper in den emeelinokulationsmedien und die
eventuell daraufhin folgende Inhibition der Infektj lasst sich also das Potential der
Neutralisation der HBV-Infektion mit einem bestimantAntikérper ermitteln. Doch
zunachst sollte man einen Blick auf den oben bésdodmen normalen Infektions-
verlauf ohne Inhibition durch Antikorper werfen. Zdamkann man die ersten zwei
Zeilen der Tabelle 1 betrachten, die die Ergebriesalleiniger Inkubation mit Virus

darstellen.

4.6 Infektionsverlaufe ohne Inhibition und bei Inhibition mit

MA18/07
Die folgende Grafik gibt sowohl die Antigenprodukti HBV infizierter primarer

Tupaia-Hepatozyten ohne jegliche Form der Inhibitizvieder, als auch den
Infektionsverlauf bei Inhibition mit einem monokikalen Antikérper. Dazu wurden
Antikorper gegen die unterschiedlichen DoméanenHBY verwendet, unter anderem
der Antikérper MA18/07, der gegen das LHBs und dabsbesondere gegen die
praS1-Doméane gerichtet ist. Man erkennt, dass dea#& ohne Virus insgesamt unter
dem festgelegten cut-off von 1,0 ng/ml verbleibtl wtamit erwartungsgemali negativ
ist. Auf der anderen Seite kann man gut den typisctierlauf einer Infektion ohne
Inhibition beim Ansatz mit anti-CMV beobachten, veoldie HBsAg-Konzentration
ab T6 langsam ansteigt und ab T9 schliel3lich posti Beachtet man diese zwei
Kurvenverlaufe, dann sind die Ergebnisse des Damgatzes mit MA18/07 sehr
aussagekraftig. Beim Inokulat liegt die HBsAg-Konization natirlich im hoch
positiven Bereich, sie fallt dann ab, steigt jedabhT6 nicht wieder an, so dass ab T3
alle Werte negativ sind. Die Infektiositat des HRWnnte also durch Inkubation mit
dem monoklonalen Antikdrper gegen die PraS1-Domdaes LHBs (MA18/07)

effizient neutralisiert werden.
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= MA 18/07
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== ohne Virus
Q 19/10
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Abb.5: Die Abbildung zeigt die HBsAg-Konzentrationan [ng/ml] im Zelliberstand zu den
unterschiedlichen Zeitptarkder Mediumabnahme p.i.. Dabei wurden die Ergsbn
fur die Inhibition mit MA&L07, Q19/10 und C20/2 dargestellt. Daneben erkevamt
Kurven fir einen Ansatzt rminem unspezifischen Antikdrper (anti-CMV) und fi
einen Ansatz ohne Virugin® Virus findet wie zu erwarten keine InfektioatstMit
MA18/07, Q19/10 und C2@®Etkennt man, dass alle Werte (ausser das Inokulat)
unterhalb des cut-off beg Es findet also eine effiziente Inhibition st@er Ansatz
mit anti-CMV stellt einetypischen Infektionsverlauf ohne Inhibition dar. eDi
Hepatozyten produzierenlimfektionsverlauf eigenstéandig nachzuweisendesAdBs
als Marker fir eine staftghdene Infektion.

4.7 Inhibition der Infektion mit Q19/10

Wie schon in der Einleitung beschrieben, mehreh die Hinweise, dass die praS1-
Domaéne eine entscheidende Rolle bei der InfektioeseHepatozyten mit HBV spielt.
Deshalb stellt sich die Frage, ob neben der Moéithder Inhibition der Infektion
durch einen gegen praS1 gerichteten Antikdrper aliehMoglichkeit der Inhibition
besteht, wenn die AntikGrper gegen andere Strukiteme des HBV gerichtet sind.
Deshalb sollte die Inhibition der Infektion mit deAntikorper Q19/10 untersucht
werden. Dieser monoklonale Antikorper ist gegen piéS2-Doméane im MHBs
gerichtet. Aus der Darstellung wird ersichtlich, sdaauch hier die Inhibition
erfolgreich ist (siehe Abbildung 5).
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4.8 Inhibition der Infektion mit C20/2

Zur Betrachtung der Inhibition mit monoklonalen &Grpern gehdort nattrlich auch
die alleinige Verwendung eines nur gegen die S-Dmmgerichteten Antikorpers.
Dazu wurde der murine Antikorper C20/2 verwandt, gieegen das SHBs gerichtet ist.
Auch bei der Inhibition mit C20/2 ist also deutlich erkennen, dass die Zellen kein
neues HBsAg bilden (siehe Abbildung 5).

Dieses zeigt an, dass keine Infektidindem HBYV statt gefunden hat. Da C20/2 auch
fur den Nachweis des HBsAg verwendetdey ist es logisch, dass bereits im
entsprechenden Inokulum kein HBsAg magbbar war. Die bisherigen
Versuche haben damit die prinzipielibibierbarkeit einer Infektion mit HBV durch
monoklonale Antikorper gegen die dreilllproteine belegt. Neben dieser rein
qualitativen Aussage durch einen Uldmrss an Antikorpern ware es natiirlich
wunschenswert, quantitative Aussagerer idas Potential der Inhibition der
Antikérper machen zu kdonnen. Exemptdrisoll dieses anhand eines Antikorpers

untersucht werden.

4.9 Titrationsreihe bei Infektionsinhibition mit MA 18/07

Um das Potential der Inhibition mit MA18/07 bes$&aurteilen zu kdnnen, wurde
eine Titrationsreihe fur diesen Antikorper erstdHt jeweiligen Verdinnungsschritten
von 1:10 wurde eine Ausgangsmenge von 2 pg Ant&kkOMA18/07 mit jeweils

der gleichen Menge an Virus vorinkubiert. Der Zb#istand wurde zu definierten
Zeitpunkten auf das Vorliegen von produziertem HBestersucht, um damit den
Erfolg der Infektion beurteilen zu kdnnen.

Aus der folgenden Abbildung (Abb.6) wird deutlicdass erst unterhalb einer
Konzentration von 70 ng/ml von MA18/07 eine Infekt nachweisbar wird.

AulRerdem erkennt man in der Abbildung die kontirdigke Abnahme des
Neutralisationspotentials mit zunehmender Verdugndas Antikorpers. Damit ist
gezeigt, dass die Konzentration an monoklonalenik@rgern naturlich einen

entscheidenden Einfluss auf die Neutralisationrdimfektion hat.
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HBeAg in [S/CO]
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cut-off

0 ng/ml 0,7 ng/ml 7 ng/ml 70 ng/ml 700 ng/ml 7000 ng/ml
Konzentration an MA18/07 in [ng/ml]

Abb.6: Bei Titration von MA18/07 zeigt die Abbidg das von den Hepatozyten
produzierte HBeAg als Mal? fireeistattgefundene Infektion von Hepatozyten.
Die Menge an vorinkubierten Agtigern wurde jeweils in 1:10 Verdinnungen
heruntertitriert. Als positiv fiéine Infektion wird definitionsgemal eine HBeAg-
Konzentration von mehr als 1 S/@@wertet.

Zusatzlich soll die Inhibition der Infektion in &2ent angegeben werden. Die folgende
Abbildung (siehe Abbildung 7) zeigt den Inhibitg@nfolg der Infektion in Prozent bei
abnehmenden Konzentrationen an MA18/07. Man erketlass erst ab 7 ng/ml
MA18/07 der Inhibitionserfolg deutlich abnimmt usdmit eine 50%-ige Inhibition
bei Werten von etwa 0,4 ng/ml anzuneahrse
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Abb.7: Bei Titration von MA18/07 zeigt die Abbildgnden Inhibitionserfolg der Infektion
mit HBV in Prozent. Erst ab 7 ng/ml udeltlich erst bei 0,7 ng/ml MA18/07 nimmt
die Inhibitionsfahigkeit sichtbar abieDMenge an vorinkubierten Antikérpern wurde

jeweils in 1:10 Verdiinnungen heruntaetit.

4.10 Inhibition der Infektion durch Kombination von anti-praS1
und anti-SHBs Antikorpern

Bisher wurden Inhibitionsexperimente nur mit eineenzigen monoklonalen
Antikorper, der also nur gegen ein einzelnes Epdepchtet ist, durchgefuhrt. Um
weitere Aussagen treffen zu kdnnen, wurden deshadih Versuche mit einem 1:1
Gemisch aus MA18/07 und C20/2 durchgefuhrt, wobeilil0 Verdinnungen
ausgehend von 2 pg Antikérper hinuntertitriert waurdabei ist der Antikorper
MA18/07 préaferentiell gegen die praSl1l-Doméane derVHEberflachenproteine
gerichtet, C20/2 st allein gegen SHBs gerichiet.wurde stets die gleiche HBV-

Préaparation verwendet.
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12

10

O MA18/07 (anti-praS1)

B MA18/07+C20/2 (anti-praS1 und anti-
8 SHBs)

0C20/2 (anti-SHBs)

HBeAg in [S/CO]
[}

7000 ng/ml 700 ng/ml 70 ng/ml
Konzentration an Antikdrpern in [ng/ml]

Abb.8: Die Abbildung zeigt die HBeAg-Produktiorsa¥lal3 fur die Infektionsrate priméarer
Hepatozyten. Im ersten Fall wurde ldilibition lediglich durch Verwendung von
MA18/07 oder C20/2 erreicht. Der ziweVersuch verwendet MA18/07 und C20/2

in Kombination fur die Inhibition.

Im Vergleich zur Abbildung 6 fallt auf, dass benei AntikGrperkonzentration von
700 ng/ml auch bei alleiniger Verwendung von MAIBeine Infektion stattfindet.
Dieses veranschaulicht, dass direkte Konzentrsengleiche zwischen den
unterschiedlichen Infektionsversuchen nicht mdgsmd.

Die Grafik veranschaulicht aber dennoch, dass éntgbition mit 7000 ng/ml
Antikorperkonzentration sowohl bei Kombination vaémntikérpern, als auch bei
alleiniger Verwendung von MA18/07 oder C20/2 ernéieverden kann. Interessanter
ist das Inhibitionsverhalten bei gro3eren Verdumamder Antikérper. So ist die
Inhibition bei 700 ng/ml Antikdrperkonzentration mehen MA18/07 bzw. MA18/07
und C20/2 als ungefahr gleich zu beurteilen, wobgsmn bei 70 ng/ml die
Kombination aus MA18/07 und C20/2 wesentlich besshibiert, als die alleinige
Benutzung von MA18/07. Interessanterweise féllt d@he Inhibitionspotenz bei
alleiniger Verwendung von C20/2 auf. Hier zeigthsidie hohe Bedeutung eines
Antikorpers gegen die S-Doméane. Die alleinige Notzweines Antikdrpers gegen

praS1 ist langst nicht so effektiv. Das besserdabitibnsergebnis bei alleiniger
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Nutzung von C20/2 bei niedrigen KonzentrationerMengleich zur Kombination aus
MA18/07 und C20/2 weist nochmals auf die Bedeutw®s Verhaltnisses der
einzelnen Antikorper zueinander hin. Ein Verhaltwean 1:1 scheint damit fir die
Inhibitionspotenz ungtinstiger. Dieses soll spatemagier diskutiert werden. Weiter
soll hier der Inhibitionserfolg der Infektion nochim graphisch in Prozent
veranschaulicht werden, insbesondere das Verh&aialleiniger Nutzung von anti-
praS1 oder bei Verwendung eines Kombinationsimffetaus anti-S und anti-praS1.

110 1

100 4

90 O MA18/07

801 B MAL8/07+C20/2

(anti-praS1 und

70 1 anti-SHBs)

60 9

50 9

Inhibition in [%]

40 4

30 9

20 1

10 4

7000 ng/ml 700 ng/ml 70 ng/ml
Konzentration an Antikoérpern in [ng/ml]

Abb. 9: Die Abbildung zeigt die Inhibitionsfahigkeler Antikdrper MA18/07 und C20/2 +
MA18/07 in Prozent bei Infektion nhifBV. Bei hoheren Konzentrationen ist der
Inhibitionserfolg der kombiniertenn##kdrper nicht besser, erst bei niedrigen
Konzentrationen ist die Kombinatison MA18/07 und C20/2 (anti-praS1 und
anti-SHBs) deutlich effektiver.

Die nachste logisch folgende Uberlegung ware dienibition mit einer
Antikdrperkombination, die gegen alle drei Domandas HBV gerichtet ist.

4.11 Inhibition der Infektion mit anti-S, anti-praS1 und anti-praS2

Um den Verhéaltnissen in vivo mdoglichst nahe zu ka@nmwurde ebenfalls eine

Inhibition mit einer Kombination ausggm alle drei Oberflachenproteine des HBV
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gerichteter Antikorper verwendet. Da@urde das Serum eines Schafs, das gegen
gereinigte HBsAg-Filamente immunisiardbrden war, mit Hilfe der Natriumsulfat-
ausfallung aufgereinigt. Die verwendetéren (HBV, Genotyp D) werden zunéchst
mit den Antikdrperausfallungen aus d8srum 1h vorinkubiert. Danach wurde die
Virus/Zellmedium-Mischung auf die Zellgegeben. Jeden dritten Tag wurde das
Medium abgenommen und das HBs- bzw. -AWBtgen bestimmt. AuRerst wichtig
war, dass die Antikorperfraktionen dak Anti-HBs geeicht waren und dann jeweils
in 1:10 Verdunnungen heruntertitrietirden. Damit sich in jedem Zellansatz trotz
natirlich unterschiedlicher Proteinkentzationen der Ausfallungen die gleichen
Mengen an Protein befand, wurde fehdsnBrotein durch Proteinausfallungen aus
Negativserum ausgeglichen. Damit ethimedn fur festgelegte Konzentrationen an
anti-HBs-Titern die jeweilige Starker diehibition.

Laut Definition der WHO st ein ausreichender Sehwbr Infektion noch bei einem
anti-HBs-Titer von 10 IU gegeben. Benigen Seren, wie beispielsweise der
Ausfallung des anti-HBs-, anti-praShduanti-praS2- haltigen Schafserums, liegen
natirlich dann neben der definiertennlyie an anti-HBs, auch noch anti-praS1 und
anti-praS2 vor. In dem vorliegendenspal konnte also vom Vorliegen von drei
polyklonalen AntikOrperspezifitaten gagangen werden. Um einen Vergleich der
Potenz der Inhibition anstellen zu kémnwurde bei diesem Versuch wiederum die
Inhibition mit monoklonalen Antikérpegegen praS1 und SHBs durchgeflihrt. Diese
Antikorper wurden jeweils bei einer Kemtration im Uberschuss bei der Vor-

inkubation mit Virus verwendet.
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BC 20/2

Je—— polyklonales Serum ———u__y] anti-praS1 anti-SHBS Virus ohne Antikorper
C 20/2

Abb.10: Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Maligation der HBV Infektion bei
unterschiedlichen Memge Antikorpern aus der Ausféallung eines Schafasruaas
anti-HBs, anti-praS1 dunanti-preS2 enthalt. Zum Vergleich sind die
Antigenproduktionen bigihibition mit einem Uberschuss eines monoklonalen

Antikorpers dargestellt

Die Abbildung zeigt sehr gut, dass durch die Ausfid des Schafserums sowohl bei
einer Antikdrpermenge von 100 IU, als auch nochdieer Menge von 10 IU eine
vollstandige Inhibition der Infektion erreicht werd kann und auch mit 1 1U noch
eine erkennbare Inhibition erzielt werden kann. Ramrd die inhibitorische Potenz
der Schafserum-Antikdrper-Ausfallung unterstrichémwiefern das Vorhandensein
aller drei gegen das Oberflachenprotein von HBMoteten Antikdrperklassen eine
derartige Inhibition bewirkt, kann nur vermutet den, da die Konzentration von
praS1- und praS2-Antikérpern im Schafserum nichitabat war. Wenn man —
unberechtigterweise- anndhme, dass die praS-Aptkonicht vorhanden waren,

wirden 50% Inhibition mit etwa 2 U anti-HBs erratic
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4.12 Inhibition der Infektion mit weiteren monoklonalen
Antikorpern

Weiterhin wurden Inhibitionsexperimente mit weiter@onoklonalen murinen Anti-
korpern durchgefihrt. Dabei handelt sesh um die Antikorper RFHBs 1 und
RFHBs 7, die beide der Klasse IgGl haogen. Diese Antikorper wurden
freundlicherweise von Frau Jennifer &&tzur Verfligung gestellt [Wateet al.,
1984. RFHBs 1 bindet an die Aminosauren 124-137, detikdrper RFHBs 7 bindet
an die Aminosauren 139-147 der a-Dettsainte des SHBs. Auch diese Antikérper
wurden im Rahmen des Infektionsexperimentes Awstauit dem Virus vorinkubiert.
Insgesamt wurden die Antikdrper jeweils auf dietidikat in IU geeicht, wobei — um
je Ansatz die gleichen Proteinmengen zu haben nr- Roteinausgleich mit
Ziegenserum durchgefihrt wurde. In déslliberstanden wurde das von den
Hepatozyten produzierte HBsAg bzw. HBesAs Marker der Infektion nachgewiesen.
Man sieht auf der folgenden Grafik, dasdne Antikdrperaktivitdt von 100 U
erforderlich  ist, um eine Infektion isténdig mit RFHBs 1
zu inhibieren. Als Vergleich zur InHibn mit diesem Antikérper, soll der
monoklonale murine Antikérper RFHBseétriachtet werden.

Im Vergleich fallt die bessere Nelisaionsfahigkeit des Antikérpers RFHBs 7 auf,
wenn man beachtet, dass neben deritiambibei 100 IU auch noch Inhibitionen bei
10 und 1 IU mdglich sind. Dieses deutatauf hin, dass das Potential der Inhibition
bei RFHBs 7 starker ausgepragt isbaliRFHBs 1 (vergleiche Abb. 11).

Ahnliches kann ebenfalls mit einem Blic auf die HBeAg-
Produktion der Zellen gezeigt werd@i. die Grinde fur die bessere Inhibition in
dem unterschiedlichen Angriffspunkt dertikbrper oder an einer héheren Affinitat

liegen, kann an dieser Stelle nichsemieden werden.
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Abb.11: Dargestellt ist die HBsAg-Produktion zumnahmezeitpunkt T12. Die Antikorper
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RFHBs1 und RFHs7 wurden absteigenden Konzentrationen eingesetzt. Man
erkennt, dass bei eietikbrperkonzentration von 1 1U/300 pl RFHs7 diéelktion
noch inhibieren kann, hivgegen bei RFHBs1 eine deutliche Infektion zu

beobachten ist.

ORFHBs1
ORFHs7

100 1U/300 ul 10 1u/300ul 1 1U/300ul 0. 1 1U/300ul 0 IU+Protein nur Virus
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Abb.12: Die Abbildung zeigt die HBeAg-Produktion rmau Zeitpunkt T 12. Die
Antikdrpermengen sind wiederum digf Aktivitat in IU geeicht. Beim Vergleich
von RFHBs1 und RFHs7 sieht mansdRisHs7 die Infektion bei 10 1U/300 pl noch
inhibieren kann, was RFHBs1 nichlirggt.

Auf den Abbildungen 11 und 12 erkennt man die hessehibitionsfahigkeit von
RFHBs 7 im Vergleich mit RFHBs 1. Interpoliert &0% Inhibition ist RFHS7 etwa

20 mal wirksamer.

4.13 Inhibition der Infektion mit Fab-Fragmenten monoklonaler
Antikorper
Die gewunschten Fragmente erhélt maerm man den Antikérper an spezifischen
Schnittstellen mittels Verdauungsenziyraerschneidet. In diesem Fall wird wieder
mit dem Immunglobulin der Klasse Igggarbeitet, das durch Enzymverdauung in die
Fragmente Fc, F(abQnd Fab zerlegt werden kann. Entscheidend flrfadggnden
Versuche ist das Fragment Fab, weldre#éntigen-Bindungsstelle enthalt. Durch die
alleinige Arbeitsweise mit der AntigBmdungsstelle kann gewahrleistet werden,
dass Nebeneffekte des Antikdrpers, wlie Tendenz zur Agglutination oder
Ausfallung ausgeschlossen werden. Q&swird zur Herstellung der Fab-Fragmente
durch das Enzym Ficin zerlegt. Wichsg dass Ficin vor der Reaktion mit Cystein
aktiviert werden muss. Ein Vorteil vBitin ist, dass es uber einen relativ weiten pH-
Bereich effektiv wirksam ist. Das Ficwird zur Aufspaltung der IgGs als
immobilisiertes Enzym verwendet, wasn d€orteil mit sich bringt, dass eine
Kontamination des gewunschten IgG-Fraigisgering gehalten wird. Desweiteren ist
die Regeneration des Enzyms moglicts eiae erneute Verwendung gewahrleistet.
Fur die folgenden Inhibitionsexperimeeniverden die monoklonalen Antikdrper
MA18/07 und C20/2 mittels Ficinverdagum die einzelnen Bestandteile der
Antikorper zerlegt, so dass die Fabghnente dieser Antikorper fur die
Inhibitionsexperimente zur Verfligungrstn. Zundchst musste aber gezeigt werden,
dass bei der Herstellung von Antikbf@gmenten auch tatsachlich die gesuchten
Fab-Fragmente entstanden sind. Hierzuden unterschiedliche Fraktionen des
Herstellungsprozesses mittels einelse8ikels dargestellt, wobei man prinzipiell die
Proteine sowohl im unreduzierten Zudtawie im mit DDT reduzierten Zustand

auftrennen kann.
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Komplette Fab-Fragmente weisen ein Molekulargetviain 50 kDa auf. Zunachst
wurde die Reaktion mit Ficin Gber Nadotrchgefuhrt, was zu einem starken Abbau
fuhrte. Im weiteren wurde die Inkubasaeit mit dem Enzym auf 6 Stunden reduziert
(siehe Abb.13). Die hierbei entstandereaktionen an Fab-Fragmenten wurden
mittels eines Silbergels aufgetrennt.

Marker M in kDa MA 18/07 1 2 3 4

116,3 -
97,4 -
66,3 -

55,4 - 50 kDa
G

36,5 -
31 -
21,5 - 25 kDa
14,4 -

6 -

Abb. 13: Silbergelfarbung von vier Fraktionen (3,2) nach enzymatischer Herstellung von
Fab-Fragmenten aus dem monoklonalen AntikoNdér 18/07. Dabei wurde die
Inkubationszeit mit dem Ficin auf ca. 6 h begte Auf das SDS-Gel wurden 2 g

der jeweiligen Probenraduziert aufgetragen. Auf3erdem wurde der Antiddrp
MA18/07 direkt aufgejemn, neben der Auftragung des ProteingréRenmarkers
(Abkirzung M).

Wie man auf der Abbildung 13 sehen kann, ergeliem is allen vier Fraktionen
Banden sowohl bei 50 als auch bei 25 kDa. Deslkallbbn man folgern, dass
neben reinen Fab-Fragmenten (50 kDa) ebenfalle difiiT ein Reduktionseffekt
(Cystein) fur Fragmente mit einer Gréde 25 kDa sorgt. Daneben ist in der obigen
Abbildung allerdings auch gut zu sehdamss in allen Fraktionen Fab-Fragmente in
deutlicher Weise vorhanden sind. Folglhat eine Verkirzung der Inkubationszeit
mit dem Ficin tatsachlich fir eine emi@ Herstellung von Fab-Fragmenten gesorgt,

wobei ein deutlich niedrigerer Redukseffekt zu beobachten ist. Da fur die
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folgenden Versuche eine relativ groBengean Fab-Fragmenten nétig war, wurden
die einzelnen Fraktionen gepoolt. Aucier hsoll kurz anhand eines Silbergels
dargestellt werden, dass diese Probéggemd Fab-Fragmente enthalt.

Marker M in kDa MA 18/07 Pro benpool
116,3 -
97,4 -
66,3 -
55,4 -
50 kDa
PR
36,5 -
31 -
25 kDa
PR
215 -
14,4 -

Abb. 14: Silbergeldarstellung einer aus Fab-Fradriremktionen gepoolten Probe. Neben
dem urspringlichen noklonalen Antikérper MA 18/07 wurde auch hier zur
GroRRenbestimmung dainzelnen Proteinfragmente ein Proteingrof3enmarker
aufgetragen (M). Wsrden jeweils 2 pg aufgetragen und alle Proberemwar
unreduziert.

Auf der Abbildung 14 erkennt man, dass der Probeh®0 kDa schwere Fab-
Fragmente enthalt. Um in den folgentfemsuchen zur Inhibition der Infektion mit
Fab-Fragmenten mehrere Aussagen treflei konnen, wurden die oben
beschriebenen Versuche mit MA18/07 haunit dem monoklonalen murinen
Antikdrper C20/2 durchgefuhrt. Aucle ditab-Fragmente dieses Antikérpers werden
auf ihr Inhibitionspotential hin unsecht.
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Abb. 15: Darstellung der HBsAg-Produktion von piii@n Tupaia-Hepatozyten am Tag 9
(T9) post infectione Dabei wurde das Virus mit unterschiedlichen
Konzentrationen @@18/07 (in der Abbildung rot) bzw. Fab-Fragmentem
MA18/07 (in der Aldhing blau) vorinkubiert. Insbesondere erkennt ndass
bei einer Konzentatvon 67 ng/ml bei der Inhibition mit dem kompést
Antikdrper noch keinfektion stattgefunden hat, wohingegen bei Vexdusag

der  Fab-Fragmente neei Infektion nachgewiesen  werden  kann.

Die Abbildung 15 (rot) zeigt die Bildung von HBsAg Abhéngigkeit von der Menge
des inhibierenden Antikérpers MA18/0Mlan erkennt, dass eine vollstandige
Inhibition der Infektion bei einer Kagrtration von 6700 bis 67 ng/ml gegeben ist.
Im folgenden sollte untersucht werdeme die Inhibition mit den Fab-Fragmenten
dieses Antikdrpers funktioniert.

Auf der gleichen Abbildung (blau) erkémman, dass auch mit den Fab-Fragmenten
von MA18/07 eine ausreichende Inhilitierreicht werden kann. Allerdings ist die
Potenz der Inhibition schlechter (inwa&t 10 %). Folglich ist das Potential
der Fab-Fragmente von MA18/07 als ggnnin bezug auf die Inhibitions-
fahigkeit einer Infektion mit HBV zu leilen.

Festzuhalten bleibt an dieser Stekessdlie Herstellung funktionsfahiger Antikdrper-
fragmente mit einem hohen Inhibitionsw@gen gelungen ist. Die Einschrankung der

Inhibitionsfahigkeit ist teilweise sih auch mit der Reduktion eines Teils der
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Antikorperfragmente zu erklaren, diemitaunwirksam sind. Ahnliche Ergebnisse
wie bei MA18/07 sind auch mit dem moloolalen Antikdrper C20/2 zu beobachten.
Die folgende Grafik macht deutlich, sl@gne vollstandige Inhibition der Infektion bis
einschliel3lich einer Konzentration v&rD ng/ml C20/2 maoglich ist. Der Antikérper
C20/2 ist gegen die S-Domane der Oéemninproteine des HBV gerichtet.

70
60
50
40

30

20

10

6700 670 67 6,7 ohne Antikdrper
Konzentration der Antikér  per in [ng/ml]

Abb. 16: Darstellung der HBsAg-Produktion zum Zeitgt T12 eines Inhibitionsexperiments
mit primaren Tupaia-lé&gyten bei Inhibition mit unterschiedlichen
Konzentrationen des pidanalen Antikorpers C 20/2.

Auch hier soll im Vergleich ein Blick uk die Inhibitionsfahigkeit der
Antikérperfragmente geworfen werden.
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Abb. 17: Darstellung der HBsAg-Produktion zum Zaitgt T12 der Infektion priméarer
Tupaia-Hepatozyten i bénhibition der Infektion mit unterschiedlichen

Konzentrationen vaabHragmenten des Antikorpers C20/2.

Die Abbildung lasst erkennen, dass ieseim Fall die Neutralisation der Infektion
auch bei den Konzentrationen 6700 uf@ rgg/ml funktioniert. Deshalb ist die Potenz
zur Neutralisation einer Infektion durdie Fab-Fragmente von C20/2 als ebenso

hoch anzusiedeln, als die von C20/2.

4.14 Inhibition mit spezifischen Antikrpern gegen praS1

Um noch intensiver die Inhibition denfdktion durch alleinige Nutzung von

Antikdrpern gegen die praSl1-Doméne nsoighen zu konnen, wurden im
folgenden Inhibitionsexperimente miteafischen Antikbrpern gegen die praSl-
Doméane durchgefuhrt. Dazu wurden inghdere polyklonale Antikdrper

eingesetzt, die gegen die praS1-Dom@néninchen hergestellt wurden und die im
folgenden mit H 762 bezeichnet werdezufidlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Prof. Schaller, ZMB, Heidelberg). Au@em nutzten wir ebenfalls im Kaninchen
durch Impfung mit Engerix hergestentikorper, die damit gegen die S-Domane
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gerichtet sind und im folgenden mit bll&ezeichnet werden (H. Schaller).

Die mit diesen Antikorpern durchgefi@mrtinhibitionsexperimente folgen in ihrer
Durchfihrung dem bereits mehrmals besbanen Modus. Die Virusfraktion wurde
zunachst mit den Antikérpern zwei Stmdlang vorinkubiert, um dann in
den jeweiligen unterschiedlichen VirugAntikdrperverhaltnissen zu den primaren
Hepatozyten gegeben werden zu kéonnas. Ausmald der zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten produzierten HBsAg- bzw. é#g)- Mengen diente als Marker fur eine
erfolgreiche Infektion der Zellen. Zghét sollte also im folgenden Uberprtft werden,
ob Uberhaupt mit den im Hasen hergistelAntikbrpern eine Inhibition einer
Infektion erreicht werden konnte (mit@31). Daraufhin sollte gezeigt werden, dass
selbst nur unter Verwendung eines Anpkrs gegen praS1 (mit H 762) eine
Inhibition gelingen konnte.

Deshalb fihrten wir als erstes das Hiilensexperiment mit gefallten

Antikérpern aus der Fraktion H 651 dyre/obei es sich wie beschrieben um anti-S

Antikdrper handelt (Genotyp A, Impfurmgt Engerix).

6700 670 67 6,7 ohne Antikdrper
Konzentration der Antikdrper in [ng/m 1]

Abb. 18: Die Abbildung zeigt die HBsAg-Produktionma Zeitpunkt T12 bei Inhibition mit
unterschiedlichen Kenizationen an Antikrpern gegen die S-Domane,
hergestellt in Kaniech(H 651).
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Wie man gut auf der obigen Abbildungemnen kann, findet man eine komplette
Inhibition der Infektion bis einscHiléch zu einer Menge von 0,02 ug H 651.
Interpoliert findet man 50 % Inhibiticetwa bei einer Konzentration von 5ng/ml.
Dieses Ergebnis verdeutlicht, dasszppiell auch die im Kaninchen hergestellten
polyklonalen Antikorper gegen die Skime fahig sind, eine Infektion mit dem
Hepatitis B Virus zu verhindern. Digsst insgesamt nicht Gberraschend, wenn man
bedenkt, dass schon vorher mit den akiomalen Antikorpern gegen die
S-Domane gezeigt wurde, dass einebitibim der Infektion ohne Probleme mdéglich
ist ( Experimente mit C20/2 ). Im Urhkschlul3 Iasst sich nun folgendes postulieren:
Da ebenfalls bei Verwendung des momuklen Antikérpers MA18/07 (gegen die
praS1-Doméane gerichtet) eine Infekteffizient neutralisiert werden konnte, sollte
auch bei Nutzung von H 762 (polyklorgdgen praS1) eine Verhinderung der

Infektion maoglich sein.

cut-off

6700 670 67 6,7 ohne Antikdrper
Antikorperkonzentrationen in [ng/  ml]

Abb. 19: Die Abbildung zeigt die HBsAg-Produktionra Zeitpunkt T12. Dabei wurde den

einzelnen Fraktioneewgils eine unterschiedliche Menge des polyklonalen
Antikorpers H 762 zagtzt. Dieser im Kaninchen hergestellte Antikorpstr
lediglich gegen diéig-Domane gerichtet.
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Wenn man die Abbildungen 18 und 19 méeder vergleicht, so sieht man zunéachst,
dass beide der unterschiedlichen Ampigd eine Infektion mit HBV verhindern

koénnen. Auffallig ist jedoch, dass dMatikbrper gegen die S-Doméane in schon
niedrigerer Konzentration einen Infekserfolg verhindern. Allerdings sollte man
bedenken, dass bei den gesamten polgldo Seren, die nicht auf Antikdrpermenge
oder anti-S bestimmt wurden, nicht éxg&sagt werden kann, ob der Antikorper
schlecht bindet oder zu wenig Antikgrppegen die prdS1- oder S- Doméne

vorhanden sind.

4.15 Inhibition der Infektion mit polyklonalen humanen

Antikorpern gegen HBV
Im folgenden werden fir die Inhibitiexperimente wiederum polyklonale
Antikdrper genutzt. Diese Antikdrperndgi humanen Ursprungs und wurden
durch die Natriumsulfatfallung aus usthiedlichen Probandenseren gewonnen.
Die Konzentration der einzelnen Antpé@rausfallungen wurde photometrisch
bestimmt, die Aktivitdt an anti-HBs deinzelnen Serumausfallungen wurde
von einem externen Labor fur Diagnastes Mikrobiologie mit Standardverfahren
ermittelt. Um, wie in den vorhergehemd€ersuchen auch, einen Vergleich der
Inhibitionsfahigkeit der einzelnen Sweausfallungen zu erhalten, wurden die
verwendeten Proben auf die anti-HBsi\Alét eingestellt. Sich damit ergebende
Unterschiede in den Proteinkonzentr&tio wurden durch Zugabe von
Negativserumausfallungen ausgeglicliamit erhalt man fur die unterschiedlichen
Antikdrperausfallungen jeweils die glee Aktivitdt an anti-HBs bei gleichem
Proteingehalt der Proben. Insgesamt dsimit der direkte Vergleich der
Inhibitionsfahigkeit ganz  unterschieter Patientenseren gegeben. Zur
Ermittlung der Inhibition wird der salhonehrmals beschriebene Weg gewahlt (siehe
3.1.3). Die unterschiedlichen Ausfaen der Patientenseren werden bei
verschiedenen definierten anti-HBs wikéiten zunéchst fir etwa 2 Stunden mit der
Virussuspension vorinkubiert. Daraufimerden diese Antikérper-Virusmischungen
mit dem Zellkulturmedium zu den prim@r€upaia-Hepatozyten gegeben. An den
definierten Zeitpunkten wird der Zeldibtand abgenommen und mittels ELISA auf
den Gehalt an neu produziertem HBsAg.#2BeAg untersucht. Diese Werte gelten

als Mal3 fur die erfolgte Infektion dézllen.
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Die im folgenden verwendeten Hyperimseren wurden freundlicherweise vom
Institut fur Transfusionsmedizin in $alr Verfigung gestellt. Dabei finden wir in
den zur Verfigung stehenden Proben regend hochtitrige Spiegel von antiHBs.
Diese groRe Konzentration an Antikbnpgegen die S-Doméne wurde entweder
durch eine Impfung mit nachfolgenderoBterung der Patienten mit dem Standard-
impfstoff Engerix (Genotyp A) erreichbder es liegen Seren von mit

Hepatitis-B  Virus infizierten Patientemit nachfolgender Boosterung vor.

0,6 1

0100 IV
E10I1U
0,5 - O11u
0o,11u
B0 IU + Protein
0,4 4
0,3 1
0,2 1
0,1 @ essesssssensssssssssssnnssns we e R R, = s s s s nnnnnnnnnnnnnfsanfannnnnnnnnnnnnnn
0,0
100 1U/ 300ul 10 1U/ 300pl 11U/300u  0,11U/300 Wl kein Antikdrper

Antikorper aktivitat

Abb. 20: Auf der Abbildung findet man die HBsAg-Btktion zum Zeitpunkt T12. Dabei
wurde die Inhibitiomler Infektion durch Zugabe an Antikdrpermengen
unterschiedlicher k&t an anti-HBs erreicht. Bei dem zugegebenetikénper
(ID 10 66 834) hanidek sich um einen polyklonalen Antikérper, der mac
Impfung mit Engerixdifolgender Boosterung im Serum eines Patientelayo
Der Antikorper wurdenit Hilfe der Natriumsulfatausfallung aus dem

Hyperimmunserum genem.

Die Abbildung 20 zeigt die Inhibitionitndem durch Engerix-Impfung gewonnenen
polyklonalen humanen Antikorper. Wienraicht erkennt ist eine sicher messbare
Inhibition der Impfung nur bei einer Mg von 100 IU anti-HBs mdglich.
Dabei enthélt diese Antikérperausfayjuiediglich anti-HBs, da der Impfstoff
Engerix lediglich gegen die S-Domangs HBV gerichtet ist.
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Zum Vergleich soll die Inhibition mitirem anderen Serum (ID 10 66 757)
betrachtet werden. Dieses Serum stawamteinem Spender, der zunachst an einer
Infektion mit HBV gelitten hat. Im weiten wurde der Spender mit dem Impfstoff

Engerix geboostert.

1,2

@100 U
W10V

Oo11u

0o,11u

WO U + Protein

100 IU 101U 11U 0,11U ohne Antikorper
Aktivita t der Antikdrper

Abb. 21: HBsAg-Produktion zum Zeitpunkt T 12 beihiloition mit Antikdrpern der
Natriumsulfatausiély des Serums ID 10 66 757. Der Spender hatte Bwv H
gelitten und wurde weiteren mit dem Impfstoff Engerix geboosterttzing der
Aktivitat auf antigs.

Man erkennt auf der Abbildung 21 selut, gdass die Antikdrper dieser Serum-
ausfallung die Infektion mit HBV sehiiel besser inhibieren als die anti-HBs
Antikdrper des Serums ID 10 66 834. Wereits erwéahnt, handelt es sich bei
ID 10 66 757 um ein Serum eines Patm@ntler bereits einmal mit HBV infiziert
gewesen ist. Das hat die Konsequenzs ddie Antikdrperausfallung hier
neben anti-S moglicherweise auch arébf und anti-praS2 enthalt. Folglich ergibt
sich eine Inhibition der Infektion sowdoei 100 IU als auch noch bei 10 IU, was im
Vergleich mit Abbildung 20 direkt insuge fallt. Selbst mit 0,1 IU ist noch eine
entsprechende Inhibition erkennbar. it¥vlein soll an dieser Stelle der

Infektionsverlauf anhand eines weitef@grums dargestellt werden. Dieses Serum
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(ID 10 61 908 ) stammt von einem Spender mit dem Engerix-Impfstoff geimpft

worden ist.
0,7 1
0100 IU
W10 IU
0,6 4
O11u
0o,11u
0,5 4
WO IU+Protein
DOohne Virus
0,4 4
0,3 4
0,2 4
cut-off
0,1 @ esssnsnssnnnnnnnnnnnnnnnnnnn sshssnssnnnnnnnngl Y T —— M T
0,0 100 IV 11U 0,11U 0IU ohne Virus

Aktiv itat der Antikdrper

Abb. 22: HBsAg-Produktion bei Inhibition der Infédt mit unterschiedlichen
Antikérpermengans der Antikérperausfallung des Serums ID 10 63 Afin
Zeitpunkt T 12rdefektion. Das Serum stammt von einem Patienden, mit

Engerix geimpforden ist.

Das bei der Abbildung 22 verwendeteuS8eenthielt lediglich Antikorper gegen die
S-Domane des Hepatitis-Virus. Im Veigiezur Abbildung 21 ergibt sich wiederum
ein geringeres Potential der Inhibitawr Infektion, was damit quasi kongruent zu den
Ergebnissen ist, die in der Abbildurtydargestellt wurden. An dieser Stelle wére es
hilfreich, wenn man ein Serum zur Veudig hatte, das sicher neben anti-S auch anti-
praS1 enthalt. Glucklicherweise staad die weiteren Versuche ein solches Serum
zur Verfugung (ID 155), welches vonesin Spender stammte, der sowohl mit einer
Vaccine gegen die S-Domane geimpft woravar, wie mit einem Impstoff der Firma
Berna-Tech, der ebenfalls anti-praSltikémper induziert. Aufgrund friherer
Untersuchungen war bekannt (Stahl, P00dass die Natriumsulfatausfallung
sowohl anti-S, als auch anti-praS1 haliete.
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100 IU 101U 11U 011U 0lIu ohne Virus
Aktivitat der Antikorper

Abb. 23: HBsAg-Produktion zum Zeitpunkt T 12 beihilition der Infektion mit
unterschiedlicheemden an Antikdrpern aus der Ausfallung des Sellnib5.
Dabei wurden dietikarper wiederum auf die Aktivitat an anti-HBs gete. Das
Serum enthielt watireinlich sowohl anti-S, als auch anti-praS1.

Die Abbildung zeigt, dass auch die Maigation mit ID 155 einen &ahnlich grof3en
Erfolg hat, wie die Inhibition mit deBerum ID 10 66 757, das von einem Spender
stammt, der eine Infektion mit HBV dagemacht hat. Abbildung 23 laf3t erkennen,
dass selbst noch bei 10 IU eine valdige Inhibition gegen Infektion mit HBV
gegeben ist.

Das unterstreicht die bisherigen Ergetm Im folgenden soll mit einer weiteren

Grafik ein synaptischer Blick auf diesherigen Ergebnisse ermdglicht werden.
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Abb. 24: Die Abbildung zeigt den Erfolg der Inhibit der Infektion mit den

unterschiedlicheAntikorpern bei verschiedenen Aktivitaten. Bei sehr
hohen Aktivitateimhibieren alle Antikdrper. Bei niedrigeren Aktigien

sieht man deuttidbnterschiede. Zu den verschiedenen Antikdrpearnesirext.

Auf der Abbildung 24 erkennt man folges: Die Inhibition der Infektion gelingt
nahezu komplett bei Verwendung von sehohen Konzentrationen der
unterschiedlichen Antikorper. Das ptdylale Schafserum ist
ein ausgefalltes Serum, das Antikérggrgen alle drei Oberflaichendoménen
des HBV enthélt. Durch mehrmalige Beoshgen erhielt man in diesem Serum sehr
hohe Konzentrationen an anti-HBs, wehvgcheinlich auch an anti-praS1 und anti-
praS2. Die Inhibition der Infektion midieser Serumausfallung ist sehr gut.
Die schlechteste Inhibition ergab dieh 10 IU mit dem Serum ID 10 61 908. Dieser
Antikodrper enthielt lediglich anti-S,a® einen geringen Neutralisationsserfolg ergab.
In diesem Spannungsfeld lagen die Rroli2 155 und ID 10 66 757. Beide
Serumausfallungen inhibieren die Infakt im interessanten mittleren
Aktivitatsbereich  von 10 IU besser aldediglich ein  Serum mit

Antikdrpern der Klassen anti-S.
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5. Diskussion

Bisher standen fur in vitro Infektionsversuche BV lediglich primare humane
Hepatozyten zur Verfiugung (Gripon et al., 1988)wobl schon mehrere humane
Hepatomzelllinien etabliert worden waren. Allerdingar keine dieser Zelllinien fur
eine Infektion mit HBV suszeptibel. Gripon et akskhrieben 2002 die Zelllinie
HepaRG, die erstmals auch fur Infektionsexperimente HBY und HDV in vitro
geeignet ist (Gripon et al., 2002). Diese Zelllimarde aus einem Lebertumor einer
weiblichen Patientin, die unter einer chronischep#titis-C Infektion litt, gewonnen.
Der Hauptnachteil dieser Zelllinie ist, dass siehweaid der Wachstumsphase der
Zellen nicht fur eine HBV Infektion suszeptibek.ig€rst nach mindestens zwei
Wochen Kultur kdnnen die Zellen mit HBV infiziertenden, allerdings nur unter
Nutzung von DMSO- und Hydrokortison- haltigem MeadiuDarutber hinaus kénnen
hohe Infektionsraten nur in Anwesenheit hoher Kotrzdionen des Fusionspromotors
PEG wahrend der Infektion gefunden werden (Grigoal.e2002; Jaoude et al., 2005;
Gripon et al., 2005). Da diese Zelllinie nicht zJerfigung stand, wurden die
Infektionsexperimente mit primaren Tupaia-Hepatemyturchgefuhrt, die ebenfalls
fur eine HBV Infektionin vitro suszeptibel sind (Kéck et al., 1996). AuRRerdem
bendtigen primare Tupaia-Hepatozyten-Kulturen kBMSO- oder PEG- haltiges
Medium fir eine optimale Infektion. Tupaia-Hepattezy sind besser verfligbar und
zeigen eine weitaus geringere Heterogenitat undetedlSuszeptibilitat fur eine
Infektion mit HBV. Dartber hinaus konnten Resultder in vitro Studienin vivo
verifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte in einem in-vivtodell (Tupaia-Hepatozyten-
Infektionsmodell) der Infektions- bzw. Inhibitionréalg bei Neutralisation von HBV
mit unterschiedlichen Antikérpern untersucht werdea Seyec et al. konnten unter
Verwendung humaner Hepatozyten und rekombinantemV HBit definierten
Mutationen in der prdS1-Region zeigen, dass die A%/ der praS1l-Domane
essentiell fur eine Infektion sind (Le Seyec et 8899; Neurath et al., 1986). Unter
Verwendung myristoylierter HBV praS1-Peptide valéah_dnge, konnte die HBV-
Binderegion néher charakterisiert werden (Gleba&l.eR005; Urban et al., 2005). Die
Daten zeigen, dass die ersten 8 AS von praS1l (1%&iSGenotyp A) fur eine
Infektion entbehrlich sind, die AS 9-18 sind essdhtdie AS 19-28 sind wiederum
entbehrlich und die AS 29-48 verstarken die Bindung vermégen eine Infektion zu

inhibieren. Interessanterweise inhibiert der moao&le Antikorper MA18/07, der
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gegen die AS 20-27 der prdS1-Region gerichtet k¢efmann et al., 1984;
Sominskaya et al., 1992), die Infektion im Tupaigektions-Modell (Glebe et al.,
2003). Dieses konnte auch in der hier vorliegenddreit bestatigt werden (siehe
Kap. 4.6). Der Befund ist erstaunlich, da diesei®egffensichtlich nicht fir einen
Infektionserfolg essentiell notwendig ist. Ahnlighte Neutralisationserfolge ergaben
sich in der vorliegenden Arbeit (siehe Kap. 4.7)chaubei Verwendung des
monoklonalen Antikérpers Q19/10, der praferengelyen die N-glykolysierte praS2-
Doméne des MHBs von HBV gerichtet ist (Glebe et2003).

C20/2 ist ein konformationsabhangig gegen di®Determinante der S-Domane
gerichteter monoklonaler Antikdrper. Dieser Antigér zeigt also keine Reaktion
gegen die Bindedoméane des Virus. Dennoch konnteigfemerden, dass auch C20/2
die Infektion ebenfalls effizient zu inhibieren weag (siehe Kap. 4.8; Glebe et al.,
2003). Bei der derzeit Ublichen HB-Impfung ist didektiositatsneutralisierende
schitzende Wirkung des Antikérpers gegen HBV-spetie, subtypenunabhéngige
Oberflachenepitope im SHBs-Protein die Basis (lewarst al., 1985; Ogata et al.,
1999; Shearer et al., 1998). Somit kann die Naa&i@bn mit C20/2 am ehesten mit
dem derzeitig Ublichen Impfstoff verglichen werdeimteressanterweise ist die
Neutralisation mit C20/2 allein nicht potenter bk Verwendung von Q19/10 oder
MA18/07. Koénnten alsoin vivo im Serum gleich hohe Konzentrationen von
inhibierenden Antikdrpern gegen praS1 bzw. praSZeigt werden wie
Konzentrationen an anti-S, so liegt die Vermuturadne) dass ein ahnlich potenter
Infektionsschutz erreicht werden kénnte. Uberdiegt | die Titrationsreihe der
Infektionsinhibition mit MA18/07 (siehe Kap. 4.9alme, dass schon sehr geringe
Konzentrationen an Antikorpern gegen die praS1-Dwrgine Infektion verhindern
konnten. Uberdies sind Mutationen in den grupperiipehen SHBs-Epitopen
bekannt, vor allem die Mutation des Glycins in Hosi 145 des SHBs-Proteins nach
Arginin (G145R) (Cooreman et al., 2001). Dariiberahis stellt sich das Problem der
Virusmutationen derzeit noch viel dringender al§hér, da insbesondere unter
antiviraler Therapie mit reversen Transkriptasehemmm(z.B. Lamivudin) oder bei
Reaktivierung einer HBV Infektion nach Chemotheeapgehéauft Virusmutationen
auftreten. Neueren Untersuchungen zu Folge konwemmanten bei Infektion von
Tupaia-Hepatozyten daneben zu Apoptose in Hepaozyind damit zu einem
ernsthafterem Krankheitsverlauf fuhren (Baumertakt 2005). Zwar scheint ein

praexistenter konventioneller Impfschutz mit antaich vor Escape-Mutanten zu
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schitzen, dennoch sind diese vermehrungs- undragengsfahig. Umso mehr sollte
in Hinblick auf eventuell neu auftretende Virusmrmiem ein Augenmerk auf einen
Kombinationsimpfstoff gelegt werden, der sowohl i)t als auch anti-praS
Antikorper aktiv induziert. In diesem Zusammenha®gg noch auf eine Arbeit von
Kuroda et al. verwiesen, die bereits Anfang derr Q&hre zeigte, dass ausreichend
hohe Titer an anti-praS2 mit Impfstoffen der dntt&eneration erreicht werden
konnten (Kuroda et al., 1991). Die Inhibition defektion durch Kombination von
anti-prasl und anti-S ergibt aber bei niedrigereasamtkonzentrationen einen
besseren Infektionsschutz als eine alleinige Nigaton anti-praS1 (siehe Kap. 4.10).
Dieses mag auch mit der noch weitgehend ungekl&kens-Zell-Interaktion
zusammenhangen. Die unbestritten essentielle Banlguder praS1-Sequenz 2-48
vermittelt wohl die Bindung des Virus an die Zellevohingegen die S-Domane bei
spateren Schritten der Infektion eine Rolle sgi@lebe et al.,2005).

Insgesamt ist aber eine Kombination von anti-S;@i@S1 und anti-praS2 vermutlich
am potentesten, um eine Infektion zu verhinderrs dia Versuche mit Antikdrpern
aus dem polyklonalen Schafserum nahe legen (siape411).

An dieser Stelle soll daneben noch kurz auf Ergedanider vorliegenden Arbeit
verwiesen werden, die unter Nutzung von Antikorpegagen die S-Doméne
entstanden. Die S-Doméne enthalt 8 Cysteinreste wird durch inter- und
intramolekulare Disulfidbriicken (Mangold et al., 989 Mangold et al., 1995) in eine
komplexe dreidimensionale Struktur tberfuhrt (Gitket al., 2005). Auf die Inhibition
der Infektion durch Nutzung des monoklonalen Amgeis C20/2 wurde bereits
verwiesen (siehe Kap. 4.8). Daneben gelang ebenfatl den Antikbrpern RFHBs 1
(gegen AS 124-137) und RFHBs 7 (gegen AS 139-14% Bleutralisation (siehe
Kap. 4.12). Auch hier Kkorrelieren die Ergebnisses déupaia-Hepatozyten-
Infektionsmodells mitn vivo Untersuchungen dieser Antikérper bei Primatenitbek
(lwarson et al.,, 1985; Carman et al., 1996). I#saaterweise scheint die
Aminosaurensequenz 139-147 fur die Neutralisatioe @ntscheidendere Rolle zu
spielen, als die Sequenz 124-137. Dieses legt esdve Inhibition der Infektion bei
Verwendung des Antikdrpers RFHBs 7 nahe. Wichtigd& Beobachtung, dass
Antikorper, die mittels des Standardimpfstoffes &mng induziert wurden, ein HBV
des Genotyps D sicher neutralisieren konnten. Dyafdtoff enthalt die S-Sequenzen
des Genotyps A. Mit Plasmaimpfstoff war schon in @@iger Jahren gezeigt worden,

dass ein HBV-Subtyp als Impfstoff gegen die andé#&V-Subtypen schitzt (wenn
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auch schwécher), aber mit den rekombinanten Imiéstdkonnte dieses bisher nicht
nachgewiesen werden.

Eine ahnliche Fragestellung ergibt sich bei der tNdigation des Virus mit Fab-

Fragmenten der monoklonalen Antikorper MA18/07 u@d0/2. Bei ersterem

Antikorper stellt man eine etwas bessere Inhibgféhigkeit des kompletten
Antikorpers gegenuber den Fab-Fragmenten fest gsi€hp. 4.13). Bei C20/2

inhibieren die Fab-Fragmente sogar besser, al&aigletten Antikorper. Es bleibt
festzuhalten, dass ebenfalls eine NeutralisatienHEV mit Fab-Fragmenten mdglich
ist. Eine Moglichkeit fur die bessere Inhibitionrdeab-Fragmente bei C20/2 ist
eventuell die grossere Unabhangigkeit von der Kan&dion. Diese scheint, wie auch
die Arbeit von Glebe et al. (2005) nahe legt, vikera bei der praS1-Domane eine
herausragende Rolle einzunehmen. Die Ergebnissdntidrition mit spezifischen

Antikdrpern gegen praS1l (siehe Kap. 4.14) zeigeshmals die vergleichbare
Inhibitionspotenz von Antikdrpern gegen die S-Dom@A651) und gegen die praS1-
Doméane (H762) bei identischen Konzentrationen. Wbéierhandelt es sich um
polyklonale Antikdrper, was beweist, das auch resdn eine Neutralisation effizient
maoglich ist. Der néchste Schritt bestand darin Idieibitionspotenz polyklonaler

humaner Antikorper zu untersuchen. Die Ergebnissh¢ Kap. 4.15) zeigen, dass
auch eine Inhibition der Infektion mit den durche dNatriumsulfatausfallung

gewonnenen Antikdrperldsungen mdoglich ist. Hiereark man, dass IgG, das
lediglich anti-S enthalt (ID 106 19 08), die schwsie Neutralisationspotenz besitzt.
Interessanterweise hat die Ausféllung eines Seriiind55), das neben anti-S auch
anti-praS1 besitzt, eine wesentlich bessere Nesdatainspotenz (siehe Kap. 4.15). In
der Promotion von Benno Stahl (2001) war es gelonge diesem und einigen
weiteren Seren mittels Western Blot anti-praS naelezsen, jedoch nur unter
Verwendung eines in E.coli exprimierten PraS-Pgyols. Natirliches LHBs war

dagegen nicht geeignet. Auch das hier verwendetestyljerte PraS1-Peptid reagierte
nicht. Mdglicherweise verhindert die Myristylierudge Reaktivitat.

Bei Verwendung von humanen polyklonalen Antikérpemgab sich wie bei den
monoklonalen  Antikbrpern  eine  bessere Inhibition, enw  mehrere

Antikorperspezifitditen gegen HBV in Kombination gasetzt wurden. Die sehr
niedrige Infektionsrate im Tupaia-Infektionssystdeutete auf die Wirksamkeit von
anti-praS1 Antikorpern im verwendeten Serum hinedeiin vitro Ergebnisse

korrelieren mit Ergebnissen von Neurath et al., siemon vor 20 Jahrem vivo
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Experimente durchfiihrte, die die Rolle von antiSk&AS 12-47) Antikérpern zur
Infektionsinhibition unterstreichen. Verwiesen wamdsoll ausserdem auf eine Arbeit
(Neurath et al., 1989), in der synthetisch im Kahen hergestellte Antikdrper gegen
die praS-Region (AS 120-145) benutzt wurden, ume dimfektion bei Primaten
(Schimpansen) zu verhindern. Dazu wurde das Viwgehst mit den synthetisch
hergestellten Antikorpernin vitro vorinkubiert und anschlielRend den Schimpansen
injiziert. Alle serologischen Tests auf auf eine B Infektion wie
infektionsassoziierte Antigene (HBsAg, HBeAg) odéntikbrper waren negativ.
Ebenfalls waren Laborparameter (ALAT, ASAT) undeeibeberbiopsie normal, so
dass von einer Neutralisation des Virus ausgegamgegden konnte (Neurath et al.,
1986). Die Wirksamkeit des monoklonalen Antikorpepd9/10 bestatigt diese
Ergebnisse, da Q19/10 an die AS 120-130 im Pra&ehiill dieses unterstreicht die
Argumente, die die Uberlegenheit einer Impfstraegiit S, praS1 und praS2
Antigenen im Vergleich zur herkdbmmlichen Impfpraxmst einfachen S-Impfstoffen
belegen. Im Hinblick auf die wachsende Zahl HBMazmrter Menschen sollte die
bisherige Impfpraxis mit dem konventionellen Impfstnochmals neu Uberdacht

werden.
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6. Zusammenfassung

Fur 20 Jahre waren primare humane Hepatozytenkualtdas einzigén vitro Sytem
um Infektionen mit HBV zu studieren. In dieser Atbeurde die Inhibition einer
Infektion mit unterschiedlichen Antikorpern gegenBW in einem primaren
Zellkultur-System mit Hepatozyten vomupaia belangeriuntersucht. Es konnte
gezeigt  werden, dass monoklonale  Antikdrper  gegenie ddrei
Oberflachenstrukturproteine des HBV (LHBs, MHBs, &l jeweils allein oder in
Kombination eine Infektion inhibieren kdnnen. Auctiie Verwendung von
Antikdrperfragmenten (Fab-Fragmente) dieser Anpkdr konnte die Infektion
effizient inhibieren. Ferner konnte gezeigt werdedtgss humane polyklonale
Antikorper ebenfalls in der Lage sind, eine Infektimit HBV zu verhindern.
Insbesondere bei gleichzeitiger Verwendung von k&mpern gegen die
S-, praS1- und praS2-Doméne konnte eine besselttioin beobachtet werden, als
bei alleiniger Nutzung von Antikdrpern gegen died&nane. In Anbetracht einer
steigenden Anzahl von escape-Mutanten unter aalivirTherapie mit reversen
Transkriptasehemmern ( wie z.B. Lamivudin) oder Reaktivierung einer Infektion
mit HBV nach Chemotherapie, sollte die bisherig@fimaxis neu Uberdacht werden.
Die derzeitigen gebrauchlichen Impfstoffe enthaltedliglich das SHBs und
induzieren einzig Antikorper gegen die S-Doméane Bigebnisse dieser Arbeit legen
nahe, dass ein Kombinationsimpfstoff mit Antikbmpeowohl gegen die S-Doméne,

als auch gegen die praS-Doméanen weitaus effekitréies.

/. Summary

For over 20 years, primary human hepatocytes werehly possiblén vitro system
for studying HBV infections. We checked differenttiaodies against HBV using
differentiated primary hepatocytes frotupaia belangerito see if inhibition of
infection is possible. It could be shown that mdapal antibodies against the surface
proteins of HBV (LHBs, MHBs, SHBs) could stop infien solely or in combination.
Furthermore, Fab-fragments of monoclonal antibodasgd also neutralize infectivity
efficiently. In addition to these results we showttht also human polyclonal
antibodies could avert infection of tupaia hepatesy Especially combination of
antibodies against S-, preS1- and preS2-domaitolexkcellent results of inhibition.
In view of escape mutants, frequently arising undetiviral therapy with reverse
transcriptase inhibitors (e.g. lamivudine) or aftezactivation of HBV after
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chemotherapy, the use of current vaccination shdddreconsidered again. The
current vaccination against HBV contains only SHB®l induces only antibodies
against the S-domain. The results suggest the tatyaiof combination of anti-S, anti-

preS1 and anti-preS2 antibodies against the cuargiS vaccination.
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