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1. Nomenklatur der Hepatitis B-Antigene

Der Erreger der Hepatitis B (HB) ist noch nicht endgiiltig charakrerisiert, jedoch
ist durch indirekte Schliisse ein weitgehend gesicherter Kandidat fiir das Hepatitis
B-Virus (HBV), nimlich das Dane-Partikel, gefunden (1). Die dufSere Hiille der
etwa 45 nm groRen sphirischen Partikel bildet das ,Hepatitis B-Oberflichen (eng-
lisch surface) Antigen®, abgekiirzt HBsAg (2). Die innere Komponente des Dane-
Partikels, die dem Nucleocapsid entsprechen mag, wird als Hepatitis B-Core-Anti-
gen bezeichnet, abgekiirzt HBcAg. Die entsprechenden Antikorper sollen mit anti-
HBs und anti-HBc abgekiirzt werden (2). Eine Strukturkomponente mit moglicher
Antigenitdr ist die partikelgebundene DNS-Polymerase des Dane-Partikels (3).
Maglicherweise entspricht sie einem weiteren, fiir die HB spezifischen Ag/Ak-
System, das durch das HB e-Antigen gebildet wird, dessen funktionelle Bedeutung
aber noch nicht endgiiltig geklire ist (4).

2. Nachweis von HBsAg

HBsAg tritt wihrend akuter und chronischer Infektionen mit dem HBV hiufig
in groffen Mengen als iiberschiissiges Hiillprotein im Blut auf und bilder hier
12-30 nm groflle runde Partikel. Ein grofer Teil der chronisch infizierten Perso-
nen ist klinisch gesund, und daher wurde HBsAg zuniichst bei genetischen Studien
in gesunden Personen durch Agargeldiffusion — AGD — von BLUMBERG entdeckt.
Nachdem der Zusammenhang mit der Hepatitis B gesichert war, wurden die etwas
empfindlicheren Methoden Uberwanderungselektrophorese — UE - (5), Komple-
mentbindungsreaktion -KBR- (6), spiter der Festphasenradioimmuntest -FPRIT-
(7) und die reverse passive Hidmagglutination -RPHA- (8) zum Nachweis des
HBsAg an vielen Stellen eingefiihre.

Da die Aussonderung von HBsAg positiven Blutkonserven heute zu den let!-
nemafnahmen der Blutbanken gehért, muf die Nachweistechnik bei groftmagli-
cher Empfindlichkeit und Spezifitit in kurzer Zeit mit geringem Arbeitsaufwand
durchzufiihren sein.

2.1 Vergleich der Nachweisempfindlichkeit der wichtigsten Methoden

In cinem Ringversuch des Hygiene-Instituts Gértingen untersuchten 74 Labo-
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schiedenen Methoden. Die Konzentration der Proben reichte in Zweierstufen von
16 000 ng spezifischem Antigenprotein pro ml Serum bis 0,02 ng/ml. Die Konzen-
tration, die in einem Labor mit einer Methode gerade noch ein sicher positives
Ergebnis erbrachte, wurde als individuelle Nachweisgrenze aufgefaflt. Die Streu-
ung der Nachweisgrenzen von Labor zu Labor und ihre Medianwerte sind fiir
die einzelnen Methoden in Abb. 1a dargestellt, Mit allen Methoden traten grofSe
Schwankungen der Empfindlichkeit auf, die stirksten bei der UE, die geringste mit
der PHA ,Hepanosticon®. Erwartungsgemif war der FPRIT in allen Laborato-
rien am empfindlichsten, wihrend die anderen Verfahren in weiten Bereichen
Uberlappungen der Nachweisgrenzen aufwiesen. Anhand der Medianwerte kann
jedoch die Reihenfolge FPRIT, RPHA, KBR, UE und AGD fiir die Empfindlich-
keit festgelegt werden. Bei der RPHA verwendeten die meisten Teilnechmer des
Ringversuchs ein etwas unempfindlicheres Reagenz und lasen schwach positive
Reaktionen zu vorsichtig ab, so daff hier wohl die Empfindlichkeit der RPHA
nicht ganz ausgeschopft wurde.

I’/ /! Nachweisgrenze ng HBg Ag /ml

T T T
4 3
10 10 102 10 1

T

Abb. 1a. Medianwerte und Streuung der Nachweisgrenzen fiir HBsAg bei dem Vergleich
von 74 Laboratorien und verschiedenen Methoden. Die Hell-Dunkelgrenze gibt die Konzen-
tration in ng Antigenprotein/ml Serum wieder, die von 50% der Untersucher gefunden wurde,
wiihrend die Untergrenze dem 95% Wert und die Obergrenze dem 5% entspricht.

Abb. 1b. Zusammenhang zwischen der prozentualen Ausbeute an positiven Ergebnissen
und der Empfindlichkeit der Nachweismethode. Untersucht wurden FPRIT positive Seren
von 60 Blutspendern und 271 HB Patienten zu Beginn der akuten Phase. Die 50% Ausbeute
wurde aus der Konzentrationsverteilung der Proben, gemessen durch QIE, geschitzr (16).

In Abb. 1b ist diec Ausbeute der Tests dargestellt, d. h. wieviel im FPRIT po-
sitive Fille bei der Verwendung weniger empfindlicher Techniken im Hygiene-
Institur Gottingen nicht erfaft werden, Gerade die Blutspender weisen hiufig
niedrige HBsAg-Spiegel auf, so daf bei geringer Empfindlichkeit der Nachweis-
technik viele Triger unerkannt bleiben. Mit den unempfindlichsten Durchfiih-
rungsarten der UE wiirden z. B. nur 509 der Triger entdeckt werden, die mit
dem FPRIT erfafit werden. Zu Beginn der akuten Hepatitis werden dagegen mei-
stens hohere HBsAg-Werte beobachtet, so dafl dic Empfindlichkeit einer gut ein-
gestellten KBR zur Erfassung der meisten HB-Fille ausreichen mag. Fiir eine
sichere Entscheidungsgrundlage Hepatitis B* oder ,Nicht B wird dennoch der
empfindlichste Test vorzuzichen sein,

2.2 Standardisierung der HBsAg-Bestimnung

Die starke Schwankung der Nachweisgrenze von Labor zu Labor, auch bei
identischen Methoden, lift cine einheitliche Kontrolle der HBsAg-Bestimmung
notwendig erscheinen.

Hierfiir werden Standardproben benétigt, deren HBsAg-Gehalt nach Moglich-
keit unabhingig von den zu standardisierenden Methoden, also nicht nur serolo-
gisch, festgelege ist. Der Gehalt eines Serums an HBsAg spezifischem Protein kann
nach quantitativer Isolierung in reiner Form durch UV-Extinktionsmessung be-
stimmt werden (9). Dieser physikalisch-chemisch bestimmte MeBwert korreliert
in einer groeren Zahl von Proben verschiedener Herkunft ausgezeichnet mit den
serologisch gemessenen Konzentrationswerten im Ausgangsserum (siche Abb. 2).
Es erscheint daher sinnvoll, die serologische Reaktivitit von Standardpriiparaten
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Abb, 2. Relation zwischen dem Ergebnis der QIE fiir das Ausgangsm:ﬁrcrlial und' d_cr :!uf die
Ausgangsmenge bezogenen Extinktion E (280), gemessen nach quantitativer RCII'I‘IS()lll:TI.II'Ig
des HBsAg. Die Gerade gibt die theoretische Bezichung bei E 1 mg/ml = 4,29 wieder (16).



in physikalisch definierten Einheiten pro ml anzugeben, wobei wir vorschlagen,
eine Einheit als ng natives Antigen-Protein zu definieren.

Mit Hilfe von Standardreagenzien kann die Mindestempfindlichkeit einer Nach-
weistechnik exake bestimmt und laufend iiberpriifc werden (10). Bei quantitati-
ven Verfahren sollten Titer bzw. willkiirliche Einheiten durch exake definierte Ein-
heiten ersetzt werden. Als Verfahren mit guter Reproduzierbarkeit und Genauig-
keit ist die quantitative Immunelektrophorese nach LavreLL (QIE) zur Gewin-
nung serologisch definierter Substandards mit hoher HBsAg-Konzentration ge-
cignet (9). Die etwas empfindlichere KBR bewihrte sich im erwihnten Ringver-
such als quantitatives Verfahren weniger, da sowohl die Absolutangaben der Titer
stark variierten als auch die Erkennung der wahren Konzentrationsverhiltnisse
oft nicht befriedigte.

2.3 Spezifitiit des 11BsAg-Nachweises

Die meisten prizipiticrenden Antiseren besitzen iiberwiegend Antikérper gegen
die gemeinsame Determinante a des HBsAg. Daher sind starke qualitative Unter-
schiede beziiglich des Nachweises verschiedener HBsAg-Subtypen im allgemeinen
nicht zu erwarten. Eine Ausnahme sind Antiseren von Meerschweinchen, die regel-
mifig etwa 4 bis 8 mal soviel Antikérper gegen die Subtypendeterminanten d
bzw. y bilden. Bei den Gelprizipitationsverfahren AGD, UE und QIE wird die
Spezifitit der Reaktion in erster Linie durch dic Spezifitit des Antiserums be-
stimmt. Antikdrper humaner Herkunft kénnen bei natiirlicher Immunisierung ne-
ben anti-HBs eventuell anti-HBc¢, anti-e¢ oder ganz allgemein Antikérper gegen
Antigene aufweisen, die dhnlich wie HBsAg im Blut vorkommen kénnten. Bei
Antiseren von polytransfundierten Personen kénnen zudem Antikdrper gegen
polymorphe Serumproteine auftreten. Als' Beispiel ciner solchen unspezifischen
Reaktion fanden wir in einem Serum, das in der UE und KBR gegen zwei humane
Antikorper positiv reagierte, das aber mit 3 tierischen Antiseren und einem weite-
ren humanen Antiserum negativ reagierte. Tierische Antiseren die durch Immuni-
sierung mit gereinigtem HBsAg hergestellt werden, kénnen demnach mehr Sicher-
heit beziigl. der Spezifitit bieten. Die Abtrennung der menschlichen Serumproteine
von HBsAg durch physikalische Trennverfahren oder enzymatische Behandlung
gelingt jedoch nicht immer vollstindig, so daff mitunter Absorption mit negativem
Humanserum notwendig ist. Wihrend heute fiir die Gelpriizipitationsverfahren
und fiir die RPHA vorwiegend tierische Antiseren verwendet werden, stehen fiir
die KBR meistens nur menschliche Antiseren zur Verfiigung. Bei der RPHA und
bei dem FPRIT kommt zur eventuellen Unspezifitic der Antiseren noch die Mog-
lichkeit falsch positiver Reaktionen durch Faktoren wie anti-Immunglobuline oder
bakterielle Produkte (11). Bei der RPHA sind daher spezifische Kontrollen posi-
tiver Ergebnisse durch Absorption oder Hemmung unumginglich, wihrend bei
dem FPRIT im Gegensatz zum Ausria I heute mit dem Ausria II kaum noch un-
spezifische positive Ergebnisse beobachtet werden. Wir fanden bei mehr als 10000
Proben nur 4, bei denen cin schwach positives Ergebnis des FPRIT nicht durch
humanes anti-HBs gehemmt werden konnte. Falsch negative Resultate, d. h. nega-
tiver Ausfall trotz hoher HBsAg-Konzentration durch Prozonenphidnomene kann
bei Verwendung zu schwach oder zu stark verdiinnter Antiseren bei allen Gel-
prizipitationsverfahren und der KBR auftreten. Bei dem FPRIT und der RPHA
kann nur bei unsachgemiifler Durchfiihrung ein falsch negativer Ausfall erfolgen.

Eine quantitative Verminderung des Ergebnisses wird jedoch bei hohen HBsAg-
Konzentrationen beobachtet, so daf quantitative Aussagen auf der Basis des
Ausria Il nur nach ciner Titration erfolgen sollten,

3. Nachweis von anti-HBs

Mit den unempfindlicheren Verfahren AGD, UE und KBR kann anti-HBs nur
schr selten und zwar bei solchen Personen nachgewiesen werden, denen mehrfach
HBsAg als Verunreinigung von Blutprodukten verabreicht wurde, z. B. Himo-
philen.

Mit den emphindlicheren radioimmunologischen Methoden und der PHA wer-
den auch bei der Normalbevlkerung mit zunchmendem Alter in der BRD bis zu
15 %, bei Risikogruppen, wie z. B. medizinischem Personal, entsprechend mehr
anti-HBs-Triiger gefunden. Nach akuter Heparitis B bilder die Mehrzahl aller
Rekonvaleszenten anti-HBs (12). Sowoh! aktiv (13) als auch passiv (14) erwor-
benes anti-HBs soll gegen Infektionen mit dem HBV schiitzen. Sein Nachweis hat
daher nicht nur fiir die Epidemiologie und Diagnose der HB, sondern auch fiir
die aktive und passive Immunisierung gréfste Bedeutung.
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Abb. 3. Testprinzip des FPRIT auf anti-HB. und theoretische Moglichkeiten unspezifischer
Reaktionen.



3.1 Nachweisempfindlichkeit der Methoden

Die Nachweisempfindlichkeit cines Tests ist gerade bei der Bestimmung des
anti-HBs besonders wichtig. Bislang wurde am hiufigsten dic PHA mit HBsAg
beschichteten nativen Humanerythrozyten verwendet (15), deren Nachteile vor-
wiegend in der Instabilitit des Reagenz und der Subjektivitit der Ablesung liegen.
Seit ciniger Zeit ist auch ein kiuflicher FPRIT erhiltlich, der in dhnlicher Form
am Hygiene-Institur Géttingen seit mehreren Jahren durchgefithrt wird (12). Das
Testprinzip ist in Abb. 3 dargestellr.

Daneben wurde anti-HBs auch durch Inhibition des HBsAg-Nachweises im
Ausria Il nachgewiesen (16). Ein empfindlicher Test ist auch die Radioimmunpri-
zipitation RIP nach der Doppelantikérpermethode (17), deren Prinzip in Tab. 1

Tabelle 1. Reaktionsschema der Radioimmunprizipitation nach der Doppelantikérper-
methode

Reaktionsschritt spezifischer Antikérper liegt
vor nicht vor
1. markiertes Ag”® Ag* — 1gG freies Ag®
+ Serum loslicher Komplex freies 1gG

+ freies 1gG

2. + anti-lgG Ag¥ — Ig(]\\ Freies A
anti-IgG loslich
lgG/ IgG\

unléslich (anti-1gG)

IgG/
unléslich

3. Zentrifugation Ag® im Prazipitat Ag* im Uberstand

erldutert ist. Ein Vergleich der relativen Empfindlichkeit der genannten Methoden
wurde in Zusammenarbeit mit zwei weiteren Laboratorien mit identischen Proben
im Blindversuch durchgefiihrt. Die Resultate sind in Tab. 2 aufgefiihrt. Der FPRIT
ist hierbei das empfindlichste Verfahren. Die anderen Verfahren sind jedoch nur
wenig unterlegen. Die Ergebnisse dieses Vergleichs stimmen sinngemifl mit einem
Ringversuch des Bureau of Biologics iiberein, bei dem die PHA ebenfalls etwas
unterlegen war, In welchem Maf die Zahl positiver Befunde bei den verschiedenen
Personengruppen von der Testempfindlichkeit dieser Verfahren beeinfluft wird,
ist noch nicht exake untersucht worden. Die Verteilung der Mefergebnisse des
FPRIT zeigr jedoch, dafl etwa 1090 der positiven Proben so wenig anti-HBs ent-
halten, daf§ es mit den weniger empfindlichen Verfahren vermutlich nicht entdecke
worden wiire.

Tabelle 2. Vergleich verschiedener Nachweismethoden fiir anti-HBs. Von allen Seren wur-
den Verdiinnungsstufen in Zweierschritten hergestellt, die dann blind getestet wurden. Die
PHA wurde von Herrn Dr. med. Frésxer (Tiibingen) ausgefiihre, die Ausria II-Hemmung
von Herrn Dr. MULLER (Hannover)

anti-HBs letzte positive Verdiinnungsstufe 1:

vom PHA FPRIT Ausria 11 RIP AGD
Hemmung

Kaninchen 20480 81920 - - 64

Meerschweinchen 5120 20480 = - 16

Menschen 2560 8192 4096 8192 z

3.2 S,"J(’.-,"."ﬁhn des anti-1 I1Bs-Nachiveises

Fiir die PHA, den dirckten FPRIT und den RIP-Test wird gereinigtes HBsAg
bendtigt. Der Reinheitsgrad des HBsAg beeinflufSt dic Spezifitit, da im Unter-
suchungsgut Antikorper gegen kontaminierende Humanserumproteine vorliegen
konnen. Bei der PHA kénnen auRerdem Antikérper gegen die Trigererythrozy-
ten oder bakterielle Verunreinigung falsch positive Reaktionen hervorrufen.

Eine weitere denkbare Ursache fiir unspezifische Reaktionen mag darauf be-
ruhen, daff Serumproteine, die nicht zu den Immunglobulinen gehdren, cbenfalls
cine Affinitit zu HBsAg aufweisen (18) und so bei der PHA und dem FPRIT zu
Agglutination bzw. zur Bindung des radioaktiven HBsAg an die feste Phase fiih-
ren kénnen. Wir fanden jedoch bei dem FPRIT, daf8 nur bei weniger als einem _Pr_o-
zent der reproduzierbar positiven Reaktionen nicht durch Zusatz von ungereinig-
tem HBsAg gchemmt werden konnten. Trotzdem sollte der RIP-Test aus theore-
tischen Griinden spezifischer sein. Falsch negative Resultate kiil‘_mcn dann auftre-
ten, wenn in der Probe vorwiegend Antikorper gegen eine spezielle suhrypunspc-
zifische Determinante vorliegen, die im zum Nachweis verwendeten HBsAg nicht
enthalten ist. Daher sollte fiir den anti-HBs-Nachweis ein Gemisch von mchrcrc!\.
HBsAg-Subtypen als Reagenz verwender werden. Fiir die vorliufige Standardi-
sierung der anti-HRs-Bestimmung kann ein Panel mit 20 Proben des Bureau of
Biologics dienen, das stark positive, schwach positive und negative Plasmaproben
umfallt. Aber auch eine quantitative Standardisierung des :111ti-_HI’»ijeh.?lts tiber
die Bindungsfiihigkeit des HBsAg in ng/m! scheint moglich zu sein. Eine Bindungs-
fahigkeit von 10000 ng HBsAg/ml Antiserum entspricht dabei nach unseren Er-
fahrungen in etwa einem AGD-Titer von 1 : 2.

4, Nachweis von Dane-Partikeln

Der Nachweis von Dane-Partikeln als dem allgemein anc:'kmmr_en HBV-K:!n-
didaten ist von besonderem Interesse, da er einem Nachweis ycrmprhcher !nﬁ:kth-
sitir gleichkommt. Voraussetzung fiir einen solchen Naphwms ist immer eine posi-
tive Reaktion auf HBsAg, zumal auch geringste Mengen von Danc-P;lrtlke]n Zu-
sitzlich von einem Uberschuff an HBsAg-Hiillmaterial begleiter sind.



4.1 Elektronenmikroskopischer Nachwveis

Die direkte Nachweismethode fiir Dane-Partikel ist die Immunelektronenmi-
kroskopie unter Verwendung von anti-HBs (1). Die EM-Priiparate kénnen direkt
aus Serum auf Agarose, nach Sedimentation der Dane-Partikel oder nach isopyk-
nischer Reinigung von Immunkomplexen angefertigt werden (R. THOMSSEN, pers,
Mitteilung). Die Dane-Partikel werden oft zu Beginn einer akuten HB gefunden,
ihre Zahl verringert sich jedoch meist innerhalb weniger Tage unter die Nach-
weisgrenze. Bei chronischen HBsAg-Trigern werden in gesunden Personen kaum,
bei chronischen Leberkranken und bei Personen mit Immundefizienz hiufig Dane-
Partikel gefunden (R. THOMSSEN, pers. Mitteilung).

4.2 Nachweis mit Hilfe der DNS-Polymerase

Die Dane-Partikel enthalten nach KarrLan und Kollegen eine DNS-Polymerase,
die ohne Zusatz einer Starter- oder Matrix-DNS H3-Thymidin in ein siureunlasli-
ches Produkt einbaut (3). Nach Karran et al. und MoritsuGu et al. enthalten
etwa 8% der chronischen HBsAg-Triger eine mefbare DNS-Polymerase-Aktivitit
im Serum (3, 19). Da die Zahl der Dane-Partikel nicht sehr hoch ist und die Se-
rumproteine hohe Hintergrundabsorption von H*-Thymidin bewirken, ist fiir
einen empfindlichen Nachweis eine vorherige Anreicherung der Dane-Partikel
durch Sedimentation zu empfehlen. Die Entfernung des nicht eingebauten H?-
Thymidins aus dem Reaktionsansatz, die fiir die Empfindlichkeit der Reaktion
kritisch ist, scheint auf DEAE-Papier besser als nach saurer Fillung zu gelingen
(19). Da ein positiver Nachweis nur in der Hilfte der Fille HBsAg spezifisch ist,
kann der Nachweis der HBV spezifischen Polymerase nur dann als gesichert gel-
ten, wenn das markierte Produke in einem RIP-DA-Test mit anti-HBs spezifisch
prizipitiert wird (19).

Der Nachweis von freier HB spezifischer DNS-Polymerase, die nicht an Partikel
gebunden ist, ist noch nicht eindeutig gelungen, Sowohl in HBsAg negativen wie
auch in positiven Proben fanden wir jedoch eine echte oder scheinbare Aktivitit
mit niedriger S-Konstante. Wenn die positive DNS-Polymerase Reaktion als in-
direkter Nachweis fiir Dane-Partikel gesichert werden soll, ist es daher wohl am
giinstigsten, die Partikel vorher durch Sedimentation in Sucrosegradienten zu
charakterisieren. Die Dane-Partikel spezifische DNS-Polymerase bzw. das radio-
aktive Produkr tritt dann an der Sedimentationsfront der nachweisbaren HBsAg-
Aktivitdr auf (s. Abb. 4).

5.1 Nachweis von HBcAg aus Serum

Der erste Nachweis des HBcAg/Ak-Systems durch Almeida erfolgte mit der
Immunelektronenmikroskopie und der KBR (20), wobei das HBcAg mit Deter-
gentien aus dem Dane-Partikel freigelegt wurde. PurceLL und Kollegen entwickel-
ten cinen FPRIT fiir HBcAg mit J125-markiertem anti-HBc (21). Eine positive
Reaktion konnte damit immer nur nach zwanzigfacher Anreicherung und Spal-
tung der Dane-Partikel mit Detergentien gefunden werden. Da bei den bisher
nachweisbaren Infektionen mit dem HBV nach Eintreten der akuten Phase offen-
sichtlich immer anti-HBc mit hohen Titern gebildet wird (22), wurde das HBcAg
in freier Form bisher im Serum noch nicht gefunden (23).
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Abb. 4. Verteilung der HB spezifischen DNS-Polymerase. 0,5 ml Serum cines kiinstlich
infizierten Schimpansen wurden 4 h bei 37000 Upm und bei 4 °C im SW 40 Rotor in
cinem Sucrosegradienten aufgetrennt, Die DNS-Polymerase wurde nach der Methodik von
Karran et al. bestimmt. Die relative HBsAg-Konzentration wurde im FPRIT bestimmt,
dic Dane-Partikel elektronenoptisch nachgewiesen.

5.2 Nachweis von HBcAg in der Leber

In den Zellkernen von HBV infizierten Hepatozyten ist HBcAg hiufig durch
Immunfluoreszenz (24) oder Elektronenmikroskopic nachzuweisen (25). Die Iso-
lierung von HBcAg aus Homogenisaten von Lebern wurde mehrfach beschrieben
(26, 27, 28). Sie gelingt aber oftmals nicht, da Personen mit apparenten HBV-
Infektionen fast immer grofe Mengen anti-HBc im Blut aufweisen, das das HBcAg
maskiert. So konnten wir in den Homogenisaten von vier Lebern, in denen HBcAg
durch Immunfluoreszenz nachgewiesen worden war, (ARNOLD, pers. Mitteilung)
kein HBcAg durch KBR oder UE gegen Referenz anti-HBc¢ nachweisen.

Anti-HBc als Reagenz fiir den HBcAg-Nachweis in der Leber durch Immun-
histologische Verfahren kann von HB-Rekonvaleszenten dagegen leicht erhalten
werden. Anti-HBs tritt im allgemeinen erst einige Wochen nach dem Verschwin-
den des HBsAg auf, wihrend anti-HBc¢ bereits bei dem Hohepunkt der Erkran-
kung in hohen Titern auftritt (29). Auf diese Weise kann ein Reagenz erhalten
werden, das keine Kreuzreaktion mit HBsAg aufweist.

6.1 Nachweis von anti-HBc mit Leber-HBcAg

Wie bereits erwihnt, kann HBcAg als Reagenz fiir den mui—]-ll}c-N;u‘h\.w:i§ aus
der Leber nur dann gewonnen werden, wenn reichlicher HBci\g-Gcl_mlt mit einem
geringen anti-HBe-Spiegel zusammentrifft. Da Lebern von HBV infizierten [‘qsa-
nen oder Schimpansen ohnehin nicht hiiufig zu erhalten sind, ist dicsg M.('igllch-
keit als zuverlissige generelle verfiigbare HBeAg-Quelle weitgehend I_umncrr.. In
einem Einzelfall wurde von BARKER et al. jedoch soviel HBcAg aus ciner S‘:'!um-
pansenleber isoliert, daf damit anti-HBc durch KBR oder UE oft in hohen Titern
nachgewiesen werden konnte und zudem Versuchstiere, immunisiert \w]rdcn (26).
Radioimmunteste auf anti-HBc¢ wurden bislang mit HBcAg aus Leber nicht dxjrc‘h—
gefiihrt, da die direkte Jodmarkierung offensichtlich die Antigenstruktur schidigt



(J. HoOFNAGLE, pers. Mitteilung). Aulerdem sollen die 27 nm grofen HBcAg-Par-
tikel — nach Angaben von HIRSCHMANN — keine DNS-Polymerase besitzen (30).

6.2 Nachweis von anti-HBc mit H3-Thymidin-markierten Core-Partikeln

Die zur Zeit empflindlichste und wahrscheinlich auch spezifischste Nachweis-
methode fiir anti-HBc ist der RIP-Test, der H*-Thymidin-markiertes HBcAg aus
Dane-Partikeln verwendet (19, 31). Von dem geringen Prozentsatz HBsAg-positi-
ver Triger, der eine ausreichende Zahl von Dane-Partikel im Serum aufweist, ist
wiederum nur ein kleiner Anteil fiir die Antigenpriparation geeignet, da nach den
Experimenten von MoritsuGu et al. auflerdem keine zu hohen anti-HBe-Titer
auftreten diirfen. Andernfalls bilden sich bei der Aufspaltung der Dane-Partikel
Antigen/Antikorper-Komplexe, die naturgemif fiir den RIP-Test ungeeignet sind.
Auf diese Weise konnten MoritsuGu und Mitarbeiter von iiber 1600 Proben 8 ge-
winnen, die nach isopyknischer Reinigung bis zu 20000 spezifischer Impulse pro
1 ml Plasma ergaben (19). Da fiir einen Test nur etwa 500 cpm bendtigt werden
und die Durchfiihrung nicht allzu schwierig ist, scheint cine breite Anwendung
dieses RIP-DA-Tests denkbar, wenn geeignete Blutspender zur Verfligung stehen.

Bei der Suche nach solchen HBcAg-Quellen fanden wir unter 80 HBsAg-positi-
ven Blutspendern nur 3, die eine spezifische DNS-Polymerase-Reaktion aufwiesen.
Von diesen konnten jedoch nach Entfernung des anti-HBe¢ wiederum nur einige
100 cpm/ml Ausgangsplasma als HBcAg gewonnen werden. Etwa 3000 cpm H3-
Thymidin/ml markiertes HBcAg/ml Plasma konnten wir aus dem Blut eines kiinst-
lich mit dem HBV infizierten Schimpansen erhalten. Dieses Antigen war fiir den
RIP-Test geeignet. Eine vielleicht ergiebigere Quelle fiir HBeAg konnte Blut von
Patienten sein, die eine HBV-Infektion bei gleichzeitiger Immundefizienz aufwei-
sen.

7. e-Antigene und -Antikérper

Sowohl e-Ag als auch anti-e sind bisher nur bei HBsAg-positiven Personen ge-
funden worden (4). Wihrend der akuten Phase der HB und bei chronisch erkrank-
ten Personen wird ofters e-Ag beobachtet, wihrend bei gesunden Triigern ofters
anti-¢ gefunden wird (32). Der Nachweis des Ag/Ak-Systems erfolgt bisher aus-
schlieflich durch AGD oder UE. Da bisher gereinigte Priparate von e-Ag nicht
vorliegen, ist zur Spezifititssicherung eine Identititslinie mit einem Bezugspriparat
der AGD zu fordern.

8. Nachweis von HBV-Infektionen

Das Hepatitis B Virus kann wie viele andere Krankheitserreger ein breites Spek-
trum verschiedenartiger Wirtsreaktionen hervorrufen. Die vermutlich hiufigste
Reaktion ist die Entwicklung einer humoralen Immunitit gegen HBcAg und
HBsAg ohne Vorliegen von klinischen Erscheinungen. Wie lange die beiden Anti-
kirper im Durchschnitt nach inapparenten Infektionen nachweisbar bleiben, kann
nur durch Langzeitbeobachtungen gepriift werden, Ob oder wie oft voriiber-
gehende inapparente Infektionen mit dem HBV mit ciner kurzzeitigen HBs Anti-
gendmie verbunden sind, ist nicht bekannt. Gemessen an dem Prozentsatz anti-

HBs-positiver Blutspender ist der Anteil gesunder kurzzeitig HBsAg-positiver Blut-
spender jedoch gering,

Die akute Hepartitis B ist nach heutiger Erkenntnis immer mit einem starken
Abfall des HBsAntigens withrend der akuten Phase verbunden. Viele akute HB-
Fille mogen jedoch auch ohne nachweisbare HBsAntigenimie verlaufen. So bil-
den etwa 100 der Hepatitispatienten sofort oder nach der Rekonvaleszenz anti-
HBs, ohne dal8 vorher HBsAg nachzuweisen gewesen wiire. Der Nachweis von
anti-HBc wiirde unter Umstinden noch mehr Hepartitiserkrankungen als Typ B
identifizieren. Ahnliche Verhiltnisse liegen moglicherweise auch bei chronischen
Erkrankungen vor.

Eine breite Anwendung des Nachweises von anti-HBe ist z. Zt. nicht méglich,
aber auch wenn HBcAg als Reagenz ausreichend zur Verfiigung stehen sollte,
wird der Nachweis des anti-HBc dic HBsAg-Bestimmung nur ergiinzen, nicht aber
ersetzen kénnen, da im Verlauf der HBV-Infektion HBsAg frither im Blut auf-
tritt.

Ob durch die Elimination von anti-HBc positiven Blutkonserven die Zahl der
posttransfusionellen Hepatitisfille reduziert werden kann, miiffte gepriift werden.
Die Anwesenheit von anti-HBs in Blutkonserven soll dagegen nach allgemeiner
Ansicht kein Infektionsrisiko bergen.,

Die diagnostische Bedeutung der anderen spezifischen Parameter wie der DNS-
Polymerase und des e-Antigens und seines Antikérpers mufd noch gepriift werden.
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