Relevanz des ser ologischen Nachweises von Hepatitis-B-
Virusgenomen mit der Polymerase-K ettenr eaktion bel Schwangeren

fur dasRisko der perinatalen Virusiibertragung

Inaugurd-Dissartation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Humanmedizin

der Judus- Liebig-Universté Giefien

vorgdegt von Johanna Grenzebach, geb. Grathwohl

aus Schwenningen

Giessen 2000



Aus dem Medizinischen Zentrum fUr Kinderhallkunde
Abteilung Hamatologie und Onkologie

Leter: Prof. Dr. med. A. Raiter
desKlinikums der Justus- Liebig-Universtét Giefien

Gutachter: Prof. Dr. med. R. Repp
Gutachter: Prof. Dr. phil. nat. W.H. Gerlich

Tagder Disputation:  26. April 2001



Telle dieser Arbat wurden veroffentlicht in:

Grathwohl J, Ndumbe P, Leke R, Uy A, Gerlich WH, Repp R (1992): Perinatale Hepdtitis-B-
Virudibetragung (Risk of perinata hepatitis B virus tranamisson in mothers with low vird
DNA leves detectable by the polymerase chain reaction). Monasschr Kinderhellkd 140:366- 368

Grathwohl J, Ndumbe P, Ayuk - Tekem J, Repp R, Uy A, Gerlich WH, Woalf H (1991): Mode of
hepatitis B virus tranamission in Cameroon. Trop Med Parasitol 42:448



1
2

3

4

5

O ~N®

32 Immunol ogische Methoden (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

51  Serologische Befunde bei der chronischen HBV-Infektion

INHALTSVERZEICHNIS

] = Vo TP

LIt AtUF UDEN SICNT ..ttt bbb bbb bbbt
21 Vir0olOgiSChe ASPEKLE.......cccoirerrereeersireeresessesesessesessase s sssssssssssssssesssssssssssssssssessssns

211 Klassifikation der HEpagNaVireN...........ceeeeeeeereenerneenenesees s sessesesesssessessesssssssnas

212 Struktur deS HEPELIIS B ViITUS.......coceiveeerieeeererneiseseessessessessss e sesssssssssesssssessessessseens

213 SUUKLUN 0ES VITUSENOITIS .....ouvreeeeieeesreeessessssssessesses s sessessessssssessesss s ssesssssssssssssssssessnes

214 Replikation des Genoms und Synthese viraler Boten-RNA

215 VITBIE PIOLBINE .....coocvteeee ettt sses ettt bbb bbb bbb

216 YLV 1= o] 117 1 o] o TS TRP
22  Epidemiologische und KliniSChe ASPEKLE..........cccrererrerererrereeersiseisesessessssessssssessessssesssssenees

221 Verlaufsformen der HEPELITIS B ... ssssssessessssenns

222 AKULE HEPALITIS B ..ottt ses st s ssssnns

223 ChroniSChE HEPELITIS B ........ccviueeectrececsce ettt se st ss s esaesassans

224 Immunkomplex-assoziierte KrankheitSSyNArome..........c.cccevceeeeeecncineeeseiseie e sesesss st sssssssses

225 Serol0gische INFEKLIONSPATAMELEY .......c.cciiveecrereeee sttt ans e

226 UDEITAgUNGSIMOUUS ........voooeveoe s seessssesssssessssesssssssssssssssessssssssssssssssessssssssssessssassssssssssnsssssessssnssssnsssanesssnsssns

227 Virustréger und Epidemiologie..............

228 Priméres hepatozel luléres Karzinom....

229 IMPFUNG oo

2210  Therapie......ceens

Patientenkollektiv und Methoden ...
3L PaENENKOIEKLIV «...ceuceeeeeeecree sttt s

311 [ (0107 01< 01107 1105 J T

321 NBCHWEIS VON HBSAQ . .....cuitieeteieese st s
322 NBCNWEIS VON HBEAQ ....ccereeeirreteeseseeset ettt ss bbb s
323 NBChWEIS VON ANLI-HBC ...ttt eeaes
33  Molekularbiologische MEthOJEN ..ot s sastns
331 Isolierung von HBV-PartikKelN aus SErUM.........cc.ccueeeerneeeneinseee e sssssssessssssesassnes
332 NUKIEINSAUIrE-1 SOlTEIUNG.....vucveeeeeeerireseessissssesissssessssssssssssssssssssssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssens
333 Reinigung von DNA vor enzymatischen Reaktionen
334 Polymerase Kettenreaktion (PCR) ..o ssesssessss s sssssssssssssssssees
335 AQaroSegel-ElEKrOPNOIESE. ...ttt
336 DNA - Sequenzierungsreaktion NACH SANQEY..........cccieiereeere s sttt ss s esssssssssesssssssessesssnas 35
337 Schneiden der DNA mit RestriktionSenzymen..........ccccveeeeereeeeensenesseessseneennns
338 LiQASEREBKLION. ..ottt s e s s e bbb s et n st nn
339 Herstellen Kompetenter BaKIEIEN ...ttt sssssssssssssssssssssesss s sssssssssssssssssssesssssssens
3310 Herstellen vON AQarplatten........occcereeereereeerseneeesssssessssssseesssessessssssssssssssssseens
3311  Transformation kompetenter Bakterien........ccoovnnnernerseeseseenesneesessesennens
3312 Isolierung klonierter Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen
3313 HBV-DNA -Nachweis durch Southern-blot-Analyse..........coveececeneencenenn.
BT QEDNISSE.....ee st a e e aen
41  SerologisChe EFgEDNISSE. ...cccceeerecessseets s st s sttt essnns
411 Untersuchungen der MULEY ..o ssssssssssssssssssssssesns
412 Untersuchungen der KiNAEN ..........ocverereereeeneenesenseneseensessssesssssssessssssssssssssssseens
42  HBV-Genotypisierung mittels Multiplex-Polymerase-Kettenr@aktion...........c.ceeererreenernerneeeesenesseesensesenseenns 42
43  Sequenzanalyse der Pré-S-Region eines einzelNen VirUSISOIELS. ..o 43
1B 0L T o OO

511 HBV-Marker im Serum der Miitter..................
512 HBV-Marker im Serum der Neugeborenen

52  Eignung der Polymerase-K ettenreaktion zur Beurteilung des Risikos einer perinatalen HBV-Ubertragung...

ZUSAMIMENTASSUNG 1.v1vuveseeeeeereeses s ssees s ses bbb
Literaturverzeichnis........ccccocveenee.
Y= (= T R

Liste der verwendeten ALKUN ZUNGEN ... isssess st ssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssans



1 Einletung

Die Beobachtung, dal3 nach perkutaner Expostion von humanem Serum oder Blut eine akute
Hepdtitis auftreten kann, wurde schon vor Uber 100 Jahren berichtet (Lirman 1855). Es dauerte
jedoch bis 1965, als erdmds en mit der Erkrankung assoziiertes Antigen nachgewiesen werden
konnte (Blumberg et d. 1965), das in der Folge ds Hepdtitis-B-surface- Antigen (HBSAQ), en
Hullprotein des Hepdtitis-B-Virus (HBV), identifiziert wurde (Blumberg et d. 1967).

Die Hepditis B i2 @n Gesundhatgoroblem von globdem Ausmdd Die Zahl der chronischen
Hepatitis B-Virusréger wird wdtwet af ewa 300 Millionen geschéitztt Se ddlen das
entschedende Erregarresarvoir fir neue Infektionen dar (Maynard, 1990; Sherlock, 1990).
Hauptendemiegebiete Snd Slidostasen und das tropische Afrika, wo Uber 10% der Bevolkerung
chronische HBV-Tréger snd (Prince et d. 1991; Schoub, 1992; Prince, 1990; Lingao et d. 1989;
Chang et d. 1989) (sehe Abb.1). Die Primé&infektion erfolgt dort Uberwiegend perinatal oder im
frihen Kindedter (Norkrans, 1990; Bortolotti et a. 1993; Val Mayans e d. 1990). In
epidemiologischen Studien wurde die Bedeutung des HBV fir das hepatozdluldre Karzinom
(HCC), enes dear haufigden Krebsaten der Wet, eindeutig herausgestelt. Das Risko fur die
Entwicklung e@nes hepatozdluldren Kazinoms i€, im Vegdch zur nicht-infizieten
Bevilkerung, fir einen chronischen HBV-Trager Uber 200fach erhtht (Beedey e d. 1981).
HBV-asoziierte Lebererkrankung, wie die Leberzirrhose und das hepatozdluldre Karzinom, snd
in den genannten Regionen Hauptmortalitdtsursachen. Uber 250.000 Menschen sterben jahrlich
weltwet an den Folgen Hepditis B Virus-asoziierter akuter und chronischer Lebererkrankungen
(Colombo, 1992; Shapiro et d. 1990; Norkrans, 1990; Feitelson, 1992; Okuda, 1992).
Voraussstzung fir effektive Bekdmpfungdrategien snd sendtive Methoden zum Nachwes der
Infektiogtédt. Entscheidend i hierbel der Nachwels virder DNA. Die Polymerase Kettenresktion
(PCR) Ubertrifft die bisher bekannten Methoden zum Nachwes virder Genome um mehrere
Zehnerpotenzen (Larzul et d. 1990; Kaneko et d. 1990; Perdra et d. 1994). Sogar be fehlender
Nachwedbarkeit von Hepditis B Virus-Antigenen oder gegen Se gerichteter Antikorper konnte
be enigen Paienten mit chronischen Lebererkrankungen mittds PCR HBV-DNA im Saum
gefunden werden (Thiers et d. 1988; Murakami et d. 1994; Scotto et d. 1983; La e d. 1994,
Liaw et d. 1991). Hieraus ergeb dch die Frage inwiewat Pdienten mit solch niedrigen HBV-
DNA-Titern im Serum ds infektios @nzustufen Snd.
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Geographische Verteilung der chronischen Hepatitis B

Abb.1: Geographische Vertellung der chronischen Hepatitis B
(Quelle: Center of Disease Control and Prevention, USA)

Da der peindde Infektionsveg mit einem besonders hohen Risko fir ene Virus-Ubertragung
behaftet id, untersuchten wir die Eignung dieser HBV-DNA-Besimmung ds Screeningverfahren
be Schwangeren zur Beurtelung des Infektionsriskos fir das Neugeborene. Wir fihrten die
Untersuchungen in ener Region mit sehr hoher Hepditis-B-Préavdenz durch, um mit ener
madglichst kleinen Gesamtgruppe ene ausreichend hohe Zahl seropostiver Mitter untersuchen zu
konnen. Die Wahl des zentrdafrikanischen Landes Kamerun sollte gleichzeitig die Uberprifung
der addguaen Durchflhrbarket eines  hochempfindlichen und  potentidl  Sdranfaligen
Laborverfahrens wie der PCR, unter den Bedingungen ener sehr schwierigen medizinischen
Infrastruktur erlauben.



2 Literaturiberscht

2.1 Virologische Aspekte

211 Klassfikation der Hepadnaviren

Nach dem zuers entdeckten Hepatitis-B-Virus wurden enige verwandte Viren entdeckt, die
Nagetier- und Vogdarten befdlen, und zur Familie der Hepadnaviridee - flr hepatotrope DNA-
Viren - zusammengefdd (Fatdson et d 1986, Summerset d 1981, Tiollaset d 1985).).

Die Hepadnaviren haben die folgenden gemeinsamen Eigenscheften: Die VirionGrofe und -
Ultradruktur, wobel en sphédrisches Nukleokapsd von ene Hille umgeben ig; sodann die
charakteriische  Polypeptid  und  AntigenKompodtion, die DNA-Grofe, -Sruktur und
genetische Organisttion sowie den ungewdhnlichen Mechanismus der DNA-Repliketion, bei der
ene revarse Transkriptase mit Hilfe eines viruskodieten Primers ein RNA-Intermediat in den
DNA-Srang umschreibt.  Allen gereinsam id auch ene enge Wirtspezfitd und an
ausgepragter Hepatotropismus mit dem haufigen Vorkommen chronischer Infektionen (Tidllas et
d. 1985, Gdibet e d. 1982, Fetdson e d. 1986). Chaakteidisch ig die Eigenschaft
infizieter Hepatozyten, neben dem Virus grof3e Mengen nicht-infektioser virder Hullproteine zu
produzieren (Bayer et d. 1968; Mason et d. 1980; Summerset d. 1978).

Innerhdb diesr Familie unterscheidet man die Saugetierviren und die Vogdviren. 1978 wurde
das "Woodchuck Hepatitis Virus' (Summers & d. 1978), 1980 das "Ground Squirrd Hepdtitis
Virus' (Marion et d. 1980) und 1981 das "Duck Hepditis B Virus' (Mason e d. 1980) sowie
1988 das "Heron Hepatitis Virus' beschrieben (Sprengel et d. 1988).

Phylogenetisch Snd die Hepadnaviren mit dem Blumenkohimosaik-Virus und den Retroviren
vawandt. Se tdlen Ahnlichkeiten in der genomischen Organisation und die Vewendung enes
reversen Transkriptase Schrittes im Rahmen der Virus-Replikation (Hohn e d. 1985; Robinson,
1991).



2.1.2 Struktur desHepatitisB Virus

Die Virionen des HBV, nach ihrem Entdecker auch Dane-Partikd (Dane et d. 1970) genanrt,
snd sphérische Partikd von eéwa 42 nm Durchmesser. Se bestehen aus ener ca 7 nm dicken
Hullle und enem dektronendichten inneren Kern (Core) von 22-25 nm Durchmesser. In die aus
ener Lipidmembran betehende Hiulle, die wahrscheinlich vom endoplasmatischen  Retikulum
dammt, snd die Proteine des "Hepatitis-B-surface-Antigens’ (HBsAQ) engdagat, das "smdl
HBs' = SHBs-, das "middle HBs' = MHBs und das "large-HBS' = LHBs - Protein (Heermann et
d. 1984). Das Core, das aus dem Virion durch Behandlung mit Detergenzien wie
Natriumdodecylsulfat (SDS) fregesstzt werden kann, bestent aus 120 Dimeren des "Hepatitis-B-
core-Antigens’ (HBcAQ) (Crowther et d. 1994) und enthdlt das DNA-Genom und @n Protein mit
Nukleinsdure Polymerase- und RNAse H-Aktivitd sowie Primer- und Spacerdoméne (Tidllais e
al. 1985; Nassdl et d. 1993) (Sehe Abb.2).

e ':6._

LHBs
MHBs

SHBs
Polymerase

Genom

Primerprotein
HBc

Abb.2 . Struktur desHepatitis-B-Virus

LHBs = large HBs, MHBs = middle HBs und SHBs = amdl HBs snd die verschiedenen Proteine
desHBsAQ, diein die aus ener Lipidmembran bestehende Hille eingdagert sind. Innerhab der
Virushtllle befindet sich das Nukleokapsid, das aus 120 Dimeren des HbcAg besteht. Dieses Core
enthdt das Virusgenom und en Protein mit DNA-Polymerase- und RNAse-H- Aktivité sowie
Primer-und Spacerdoméne.



Die Konzentration der Virionen im Serum HBV-Infizieter kann tber 10%ml betragen. Neben
den Virionen findet man im Saum zahlrache gohédische Patikd mit enem Durchmesser von
16-25 nm sowie filamentdse, 22 nm wete und verschieden lange Patikd (sehe Abb.3). Se
konnen im Serum eine Konzentration von Uber 10'3/ml eeichen. Es sind virde Hiullformen, die
das HBsAg tragen, jedoch keine CoreAntelle enthdten. Sie konnten die Wirksamkeit der
Immunantwort schwéchen, indem Se ds Koder fungieren, die Antikdrper abfangen. Man kennt
bisher keine weteren Viren, die solch grofie Mengen von Hiuilpartiken wahrend der natlrlichen
Infektion in vivo produzieren (Tiollaiset d. 1985; Bayer et d. 1968).

I

Abb.3: Vallséndige Hepatitis-B-Viren und free HbsAg-Partikel

Neben den Virionen (@) findet man im Serum zahlreiche sphérische Patikd von 16-25 nm
Durchmessr sowie filamentése, 22 nm weite und verschieden lange Patikd(b). Es dnd virde
Hullformen, die das HBsAQ tragen, jedoch keine Core-Antelle enthdten (Davis et d. 1980)

2.1.3 Struktur desVirusgenoms

Das HBV-Genom wurde 1974 er¢mds durch W.S. Robinson isoliert (Robinson e a. 1974). Es

i mit ewa 3200 Nukleotiden @nes der kleinden bekannten tierischen Virusgenome (zum

Vergleich: Das Genom des Herpes-Virus ig ewa 50 md grof¥er) und is beeindruckend effizient
-9-



organiget. Das Genom beselt aus einem zrkul&ren, patiel doppestréngigen DNA-Molekil.
Der Minusstrang besitzt debe die volle Genomlénge Der Plusdrang, der definitionsgemd? die
geche Poaitdt wie die messenge-RNA (mRNA) bestzt, erreicht nicht die volle Lange des
Minusstrangs. Das 5-Ende des inkompletten Plusstrangs befindet sch etwa 200-300 Basen
abwarts vom 5-Ende des Minusstrangs und bildet so eine kohzsive Uberlappung, wodurch die
zirkuldre Struktur des HBV-DNA-Molekiils gebildet wird. Dabei entsteht zwischen den beiden
Enden des Minusstrangs eéne kurze Uberlgppung von 5-10 Basen (terminde Redundanz), so dald
das Genom in diesam Bedch dredrangig vorliegt. Am 5-Ende des Minusstranges id €n
Polypeptid und am 5-Ende des Plussrangs ig ein Oligoribonukleotid kovaent gebunden. Bel der
Replikation des Genoms dienen de ds Satermolekile (Primer) fir die DNA-Synthese des
jeweligen Stranges (Tiollaiset d. 1985; Gerlich et d. 1980; Pugh et d. 1990) (sSehe Abb.4).

Das Hepditis B Virus-Genom bestzt vier protenkodierende offene Lessrahmen: PréSU/Pr&
2/S, Pr&C/IC, Pund X (dehe Abb.5). Durch Verschiebung des Ableseragters wird das Genom
zur Kodierung verschiedener Proteine genutzt. Es konnen so 50% mehr Protein kodiert werden,
ds dies durch en Genom desdben Grofe ohne diese Organisationform mdglich ware. Die
Hauptkomponente des Oberfléchenproteins, das "smdl-HBsS', wird durch das S-Gen kodiert.
Wird die Kodierregion um das PraS2- bzw. um das Pr&S1/PraS2-Gen ewedtert, werden "middle-
HBs' bzw. "large-HBsS' gebildet. Das Pra-C/C-Gen kodiert fur en Pré& C/C-Protein, Uber dessen
Funktion bisher wenig bekannt i und dessen prozessietes Produkt ds Hepatitis B e Antigen
(HBeAg) im Serum nechweishar id. Das Core-Gen kodiert das Hepatitis B core Antigen
(HBCcAQ), das Strukturprotein des Nukleokapsds. Das P-Gen kodiet fir die virde DNA-
Polymeraselreverse Transkriptase und das kovdent an das 5-Ende des Minusstrangs gebundene
Primer-Protein und ig von zentrder Bedeutung fir die Virugeplikation. Das X-Gen kodiert ein
nicht membrangdndiges Protein, das in vitro die Transkription verschiedener virder und
zdluldre Gene gageat (Wallershem et d. 1987).

-10-



RNAse H

Polymerase
Minusstrang

Plusstrang

Spacer

Direct repeat DR1

Direct repeat DR2

Primerprotein

RNA-Plusstrangprimer

Abb.4: Genetische Organisation des Hepatitis-B-Virus

Das Genom hat ene Lange von etwa 3200 Nukleotiden. Es ig en zrkuldes patidl
doppelstrangiges DNA-Molekll. Am 5-Ende des Minussrangs befindet sch das Primerprotein,
welches Uber ene Proteinbricke (gpacer) mit enzymatisch aktiven Bereichen verbunden i,
welche die Nukleinsture Polymerase- und RNAse-H- Aktivitét besitzen.

-1-



Base Nr. 3182 | Base Nr. 1

Pra-S1| -S2

S-Gen

C-Gen Polymerase

Pra-C

X-Gen

Abb.5: Proteinkodier ende L eserahmen des HBV-Genoms
Das HBV-Genom bedtzt mit ssnen vig proteinkodierenden Leserahmen ene  effektive
Organisationsstruktur:  Durch Verschieben des Ableseragters konnen einzelne  DNA-Abschnitte

fur die Kodierung mehrerer Proteine verwendet werden.

2.14 Replikation des Genomsund Syntheseviraler Boten-RNA

Die Replikation des virden Genoms efordet vier Schritte Zues mul3 der Pusstrang
vavollgandigt und die DNA in ene zrkulde doppedsrangige Form Uberfihrt werden, sodann
efolgen die Transkription der Boten-RNA, die Synthese des Minusstrangs an der langsten
Botenr-RNA, dem sog. Préggenom, und des Plussrangs am zuvor synthetiSerten Minusstrang.
Daran snd neben der virden Nuklensiure- Polymerase mehrere zdlulére Enzyme betaligr.

Um dne kovdent gebundene zirkulde DNA zu erhdten, wird der Plusstrang im Kern der
infizieten Zele durch die virde oder ene zdlulé&e DNA-Polymerase komplettiert, der Protein
Primer wird vom 5-Ende des Minusstrangs durch eine Protease und der Oligoribonukleotid-
Primer vom 5-Ende des Pusstrangs durch ene RNAse entfernt. Die terminde Redundanz des

Minusstrangs wird durch ene DNAse diminiet und die DNA-Enden durch eine DNA-Ligase
-12-



ligiet (Ganem et & 1987; Miller e d. 1989). Die genomische und subgenomische mRNA wird
durch die zdlul&e RNA-Polymease Il im Ken der infizierten Zdle an vier Bindungsstdlen des
Genoms, den s0g. Promotoren, transkribiert. Die Aktivitdt dieser Promotoren wird auf komplexe
Wes durch 2zwe  Reguldionsdemente des Genoms, den  sog. Enhancer
(Transkriptionsverdarker) beanfluld und flhrt zu einer unterschiedlichen Expresson der virden
Gene. Zdlude Transkriptiondfaktoren konnen an die Enhancer binden und 0 zur
zellspezifischen Expression virder Gene fuhren. Den ausgepragten Hepatotropismus des Virus
fiht man auf die Notwendigkeit |eberzdlgpezifischer Transkriptiondfaktoren zur  optimaen
Expresson virder Gene und auf die leberzdlmembrangpezifischen Oberflachenrezeptoren des
Virus zurtick (Yuh et a. 1993; Hu et d. 1991; Zhou et d. 1990; Huan et d. 1993; Yee, 1989; Su
et d. 1992).

Das HBV-Genom bestzt nur e@n enziges Polyadenylieeungssgnd (TATAAA). Durch diesss
Sgnd wird an das 3-Ende eukaryontischer mRNA nach der TransKriptiongermingtion ene
Sequenz von Adenylaresten addiet. Somit beginnt die Synthese der vier verschiedenen mRNA
2wva an vehiedenen Sdlen im Genom, endet jedoch immer im Beedch des enen
Polyadenylierungssigndls. Die verschiedenen mRNA haben s0 en identisches 3- Ende zudem
ig die Sequenz der kirzeren RNA jewels an 3-Ende der folgenden léngeren enthdten. Es
werden jedoch nur die 5-termind geegenen Bedche zur Proteinsynthee  tranddiert.
Der Corele-Promoter ist fir die Transkription einer 3,5 kb langen mRNA verantwortlich, die die
virde Nukleinsurepolymerase, das HBCAg und das HBeAg kodiat. Eine dazu bis af wenige
Basen am 5-Ende identische RNA gdlt die Zwischendufe bei der Replikation des Genoms dar
und wird deshdb ds Prégenom bezeichnet. Das Prégenom ig langer ds das Genom well es e@ne
terminde Sequenzredundanz trégt. Zu dieser Redundanz kommt es wal die Transkription etwa
200 Basen abwats der Polyadenylationssequenz dartet und dieses Termindtionssgnd im erden
Umlauf offengchtlich Uberlesn wird und es 0 s im zweten Umlauf zum Abbruch kommt
(Summers et d. 1982). Dea PraS2/S-Promoter fuhrt zur Transkription eines Sets von 5-
gedaffdter mRNAS fir das MHBs und SHBs-Protein. Der PraS1-Promoter initiiert die mRNA
fur das LHBs Protein. Der X-Promoter it bidang wenig charakterigert.

Be dar Replikation des Genoms spiden zwe kurze DNA-Sequenzen eine entscheidende Roalle
Die ds DR1 und DR2 bezeichneten Sequenzen ddlen die exakte Wiederholung ener 10-12
Basen langen Sequenz im Abgand von ca 230 Basen auf dem Virusgenom dar (Seeger  4d.
1986 ) (sehe Abb. 4). Die Synthese des Minussrangs beginnt an der an 3 Ende des Prégenoms

ogdegenen DR1-Sequenz. Ein viruskodiertes Protein dient dabel ds Primer (Batenschlager € 4.
-13-



1988). Die virde NukleinsBurepolymerase kann aufgrund ihrer reversen Trandgkriptase- Aktivitét
an der RNA-Matrix, dem Préggenom, enen DNA-Minusstrang synthetiseren. Ihre RNAse-H-
Aktivita bat padld zur Synthese das RNA-Prggenom &, Es entdeht somit en
anzdgdrangiges DNA-Molekil von negativer Polaitét. Die Synthese des Plussrangs wird
initiiet durch ein 18 Basen langes Oligoribonuklectid, das vom 5-Ende des RNA-Prdgenoms
dammt und dartet an der an 3-Ende gdegenen DR2-Sequenz des Minusstrangs. Die Extenson
des Plusstrangs erreicht bad das 5-Ende der MinugrangMatritze und milde stoppen, da das 5-
und das 3-Ende des Minusdrangs noch nicht miteinander verbunden snd. Die kurze terminde
Redundanz von 9 Basenpaaren an beden Enden des Minusstrangs ermdglicht eine weitere
Velangerung des Plussrangs durch ein Uberwechsdn vom 5-Ende auf diese identische Sequenz
an 3-Ende des Minusstrangs Es reslltiet die zrkuldre Konfiguration des Genoms Die
Synthese des Flusstrangs efolgt nicht vollgandig; etwa 10-60% des Genoms is enzddrangig.
Man nimmt an, da} bereits das RNA-Préggenom zusammen mit der virden Nuklensiure
Polymerase in @n neues Kgpdd aus 240 HBCAQ-Molekiilen verpackt wird. Die Verpadkung des
Prégenoms  wird wahrscheinlich schon wdwend der Trandation durch dne Spezifische
Sekundérgtruktur nahe dem 5-Ende des RNA-Prégenoms, dem sog. Epslonggnd initiiert, an das
sch die DNA-Polymerase anlagert (Nassal e d. 1993). Nach Anlagerung weiterer HBCAG
Molekile formiert dch das CorePatikd, innerhdb dessen im Zytoplasma der infizieten
Wirtszelle die weiteren Schritte der virden DNA-Synthese datfinden (Ganem et d. 1987, Seeger
et d. 1986; Tiollaset d. 1985).

2.15 ViraeProtene

Das HBV-Genom besitzt vier proteinkodierende Leserahmen (Miller et d. 1989) (dehe Abb.5).
De gode Lesrahmen, da 34 des Genoms umspant, kodiet die virde
Nukleinsaurepolymerase. Es i4 e@n Proten mit vier verschiedenen funktiondlen Abschnitten.
Der aminoterminde Bereich kodiert das Primerprotein, das an RNA-Prégenom die Synthese des
DNA-Minusstrangs initiiet. Carboxytermind  schlifld d9ch ein vaiadler Berd@ch an, der ds
Abgiandhdter (Spacer) dient zwischen dem Primerprotein und den Bereichen mit RNAse-H- und
Nukleinsdurepolymerase Aktivitt. Die RNAss-H baut padld zur Synthese des DNA-
Minusstrangs das RNA-Pragenom & und ermdglicht so die nachfolgende Plusstrang Synthese
(McGlynn et d. 1992). Das RNA-Pragenom dient ds m-RNA fir die Translation der virden
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Nukleinsdure Polymerase und des HbcAntigens und HbeAntigens (Bartenschlager et d. 1992,
Linetd. 1992; McGlynn et d. 1992; Wang et d. 1992).

HbcAg und HbeAg werden in enem zur Polymerase verseizten Leseraster nahe dem 5'-Ende des
Prégenoms kodiert. Die Priméadrukturen von HBCAg und HBeAg snd weitgehend identisch.
HBeAg untescheidet sch von HBCAg durch 10 zusdzliche aminoterminde Aminoséuren und
durch das Fehlen von 34 caboxyteminden Aminosuren, die podtirandaiondl abgespdten
werden. Das Statkodon fir die Trandation des HBeAg i gegenlber dem Statkodon des
HBcAg um 87 Nukleotide 5-wérts verschoben. Der entsprechende Bereich wird ds Pra&C-
Region bezeichnet. Die Trandation der beiden Protene endet am sdben Stopkodon. Die
carboxyterminden 34 Aminosiuren des HBcAg snd reich an Arginin und binden DNA. Nach
der Trandation aggregieren je 240 HBcAg-Molekile und verpacken das Prégenom und die
Nukleinsdurepolymerase. Freies HBcAg wird im Serum nicht nachgewiesen (Hirsth et a. 1990;
Schlicht et d. 1989). Die zusizliche aminoterminade Sequenz des HBeAg bedingt eénen anderen
zdlul&ren Trangportweg: Das HBeAg-Protein wird Uber das rauhe endoplasmatische Retikulum
von der Lebeazdle sezemniert und wurde 1972 erdmads im Serum nachgewiesen (Ou et d. 1986,
Schlicht et d. 1989). Die Funktion dieses Proteins i noch nicht klar definiet. Es wird
digplazentar Ubertragen und scheint beim Feten ener HBeAg-postiven Mutter die Aushildung
ener immunologischen Toleranz gegendiber dem HBV zu begingigen (Milich et d. 1990; Besth
et d. 1992). Trotz der grof¥en Sequenziiberlappung der Polypeptide HBeAg und HBCAg von 149
Aminosiuren  kan das humorde Immunsysem gegen bade Protene unterschiediche
pezifische Antikorper hervorbringen.

Die Kodierung der virden Hullprotene ig en weteres Bagpid fir die kompskte genetische
Organisation des HBV. Die Synthese kann innerhdb enes Leserahmens an drel verschiedenen
Satpostionen begonnen werden und endet immer am sdben Terminationspunkt, wodurch drel
vaschieden grole Protene synthetiset werden. Beginnt die Synthese am waeteden didd
gelegenen Statkodon, entdeht ein 226 Aminosuren langes Protein, das sogenannte S-Protein;
beginnt de weter proximd, werden wetere 55 (praS2) bzw. 174 (pr&S2 und préSl)
Aminosuren aminotermind  anglagat (Heermann et d. 1984; Sibbe e d. 1983). Die
Trandaion efolgt nicht an Préggenom, sonden an zwe  subgenomischen mRNA. Die
zugehtrigen  Promoter-Sequenzen  wurden  identifiziert. Der  Pr& S1-Promoter, upsream vom
Startpunkt der pré-S1-Sequenz gdegen, initiiert die Synthese ener ewa 2400 Basen langen m
RNA. Der Pr& S2-Promoter, in der pr&S1-Region gelegen, seuert die Synthese einer etwa 2100

Basen langen mRNA. Die 2400 Basen lage mRNA kodiet fir das ds "lage-S' bezeichntete
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Protein; die 2100 Basen lange mRNA kodieat fir das "middle-S' und fir das "smdl-S' oder as
"mgor-S' bezdchnete Proteén. Wie die Bezachnung "mgor-S' anzeigt, wird dieses Protein am
effizienteden trandatiert (Cattaneo et d. 1983). Die S-Polypeptide werden in die Lipidmembran
des endoplasmatischen Retikulums eingdagert (Paizer et d. 1986) und sprossen ds Patikd in
das Lumen. Der intrazdlulére Transport erfolgt durch den Golgi- Apparat.

Die enzednen Proteine des HBsAg snd in der VirionHulle und in den nicht-infektitsen
Patikdn in unterschiedlicher Menge vertreten. Das "S-Protein” gdlt jewels den Hauptantel
(Cdtaneo e d. 1983). Im aminoterminden Bereich der Pra S1-Sequenz wurde en spezifischer
Leberzdlrezeptor nachgewiesen, von dem man annimmit, dald er die Anheftung des HBV an die
Leberzdlmembran vemittdt (Neurath e d. 1986). Alle dreé Proteine kdnnen auch in
glykoslierter Form vorliegen (Stibbe et d. 1982). Die Primérsruktur des S-Proteins enthdt drel
hydrophobe Sequenzen, die durch zwe hydrophile Sequenzen getrennt snd. Die  hydrophoben
Bezirke dnd telwese in de Lipdmembran der Hille engdagat und dabliseren de
Hullstruktur (Guerrero e d. 1988; Gavilanes et al. 1990). Der Begriff "HBSAg" bezechnet eine
Mischung der beschriebenen drel Proteine, da mit den meisen der veflgbaren Antisren nicht
zwischen den drei Proteinkomponenten unterschieden werden kann. Es sind jedoch verschiedene
antigene Determinanten des HBsAQ bekannt, die eine serologische Subtypiserung des HBsAQ
emiglichen. Se werden ds "d’, "y''wW" und "r" bezeichng. "d" und "Y' sowie "w' und "r"
vahdten dch wie Allde Die atigene Heeogenitd dar w-Determinante und zusitzliche
Determinanten wie g, x und g snd bexthrieben. Die dlen Hepditis B Viren gemensame
Determinante wird mit "d' bezeichnet. Se ig fir die KreuzZimmunitd nach Ubersandener
Infektion verantwortlich. Neben der Deerminante "d' bedtzt jedes HBV zwd wedtee
Subtypendeterminanten, z.B. "ayw". Die HBSAg-Subtypen snd ungleich Uber die Wdt vertelt
und dienen ds gebrduchliche Maker fir epidemiologische Studien Uber die Ausbratung des
Virus in menschlichen Populationen. In Weddrika herscht der ayw-Subtyp vor (Mazzur et d.
1974; Hoofnagle et d. 1977, Okamoto et a. 1988; Ashton+Rickardt et d. 1989; Couroucé Pauty
et d. 1976). Nach Sequenzierung von 18 HBV-lsolaten untertellten Okamoto et d. (1988) die
HBV-Genotypen in vier Gruppen: A bis D. 1992 entdeckten Norder et d. noch zwe wetere
Genotypen: E und F. Der Genotyp G wurde von Stuyver et d (2000) publiziert.

Der viete Leserahmen kodiet ein Proten von ewa 160 Aminosauren Lange, das sogenannte X-

Protein. Der X-Promoter liegt oberhdb vom X-Gen im Beedch des P-Lesrahmens Das X-

Protein ist nicht membrangtandig. Uber sdine in-vivo-Funktion sind noch wenig Fakten bekannt.
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In vitro geigat es die Aktivitad von bestimmten zdlul&en und virden Promoter- und Enhencer-
Sequenzen (Aufiero e d. 1990; Repp e d. 1992). Immortdiserte Leberzdlkulturen konnten
durch Trandektion mit dem X-Gen zu Tumorzelen trandormiet werden (Hohne e d. 1990).
Das X-Proten zeigt im Vergleich versthiedener HBV-Isolae einen hoheren Konsarvierungsgrad
ds die andeen HBV-Gene was af sane Bedeutung fir den Infektionszyklus des HBV
ghlielen 183, Hinweise auf dnen Enflu? des X-Gens af die Entwicklung enes HBV-
as0ziieten priméren Leberzdlkarzinoms ergaben dch durch den Nachweis von in das Genom
solcher Tumorzdlen integrierter X-Gen- Sequenzen (Gerlich et d. 1989).

Eine finfte mRNA-Spezies, die Uber enen RNA-Silidngmechanismus entdeht, schent en
weiteres Protein kodieren zu konnen. Uber die Funktion eines solchen Proteins ist bisher nur
wenig bekannt (Soussan et d. 2000).

216 Viruseplikation

Die Anheitung des Virus an die Leberzdlmembran efolgt sehr wahrschenlich Uber enen
Rezeptor der Leberzdlmembran, der e@n durch den aminoterminden Bereich des Pr&S1-Gens
kodiertes Protein erkennt (Neurath et a. 1986). Uber die Viruspenetration und die Freisetzung
der virden DNA gibt es mangds gedgneter Zdlkulturmodele keine eindeutigen Kenntnisse: Die
virde DNA wird zum Zdlkern trangportiert, wo sSe zu einem doppddrangigen zrkuléren DNA-
Molekil vervollgéndig wird. Anschliel3end erfolgt die Transkription der verschiedenen m-RNA
und die Trandation der verschiedenen virden Proteine HBCAg-Molekiile, das Prégenom und die
virde Polymease gdangen zurick ins Zytoplasma der Zdle und aggregieren zu neuen
Nukleokapsdpartiken. Dort erfolgen die weiteren Schritte der Replikation des HBV-Genoms
Die Nukleokgpsde werden schliefdich in eine Hulle aus HBsAg-Partike verpackt. Komplette
Viren wie auch im Uberschul gebildete HBSAg-Partikd werden von der Wirtszelle sezemniert.
Die Wirtszdle wird normderweise durch die Virusreplikation nicht geschédigt (Pugh e 4.
1990).
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2.2 Epidemiologischeund klinische Aspekte

2.2.1 Verlaufsformen der Hepatitis B

Akute Hepditis fuminant verlaufende Hepditis asymptomaische Trégerdadium ud
chronische Hepatitis Snd Facetten der Infektion des Menschen durch das Hepatitis-B-Virus. Fir
de veshiedenen Veladfdormen wird dnesdts  die  individudle  virusspezifische
Immunantwort  und andererseits  die  Heterogenitde  der  infizierenden  Virwsvaianten
verantwortlich gemacht (Tidllais et d. 1985; Eddleston e d. 1986; Baker, 1992; Barnaba et d.
1992). Erfolgt die Infektion bei Geburt oder in den erden en bis zwel Lebengahren, o fihrt dies
sdten zu ener Klinich manifeten Erkrankung. Durch die  Virusiberschwemmung  des
immunologisch noch unrefen Organismus kommt es zum Peddieen des HBV. In der Folge
entwickdt sch in Uber 90% bzw. 50-60% ein chronischer Verlauf (Krogsgaard, 1994). Durch die
digplazentare  Trangmisson des HBeAg scheint bem Feen ene immunoogische Toleranz
induziet zu werden, was ene chronische Infektion beglndigt (Milich e d. 1990). Be dner
Infektion im Jugendiichen und Erwachsenendter treten in 10-30% der Fdle klinische Symptome
auf; ba den Ubrigen velauft die Infektion asymptomatisch. Eine normde Immunantwort fihrt in
der Regd zur Elimination des Virus Perddiet das HBV im Wirtsorganiamus, resultiert oft eine
chronisch persstierende oder chronisch aggressve Hepditis, die zur Leberzirrhose fuhren kann.
Ba "Gesunden” kommt es in nur 2-4% zur Chronifizierung; bel Drogenbenutzern jedoch in 10-
20% und ba adeen immunkompromittieten Pdaienten noch haufiger, zB. be
Hamodidysepatienten in 20-30% und be Nierentransplantierten in 40-50% (Liaw et a. 1991,
McMahon et d. 1984). Ba jardang bestehender HBV-Infektion kommt es oft zur Integration
des Viruggenoms in das Genom der Wintszdle dies kann nech ener Inkubationszet von 10-50
Jehren zu einem hepatozdluléren Karzinomn fuhren (Tiollas et d. 1985; Koff, 1993).

2.2.2 AkuteHepatitisB

Die mildete, anikterische Form velauft klinisch ingoparent und ig lediglich durch enen
Transaminasenandiegy  gekennzeichnet.  Ungpezifische  gedrointesinde  und  grippeghnliche
Symptome kénnen auch be anikterischem Verlauf bestehen.

Einem ikteischen Velasf geht normdewedse en Prodromddadium von 3-4 Tagen his 3
Wochen mit den genannten ungpezifischen Symptomen voraus Nach Einsdizen des lkterus
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bessert sch die Symptomatik. Der lkterus bildet sch nach 1-4 Wochen zuriick; Midigkeit und
Abgeschlagenhet bleiben teilwe se noch enige Monate bestehen.

In ewa 1% der Fdle entwickdt dch innerhdb von 1-4 Wochen nach Krankhetsbeginn ene
fuminante Hepaiitis die in wenigen Tagen zu enem progredienten Ikterus mit plétzichem
Abfal der Transaminasen, der Gerinnungsfektoren und der Syntheseparameter der Leber fihrt.
Klinisch und sonogrgphisch nimmt die Lebergrol}e deutlich ab. Wiederholtes  Erbrechen, der
Foetor hepaticus und die beginnende Enzephdopathie snd die Vorboten des akuten
L eberversagens.

2.2.3 Chronische HepatitisB

Be da cdwonischen Hepditis B Infektion handdt es sch nict um en enhatliches
Krankhetsbild, sondern um ene Velasfdiagnose, die @nen Virudrdgedaus definiet ds
Pasgenz des HBsSAg im Saum lber mindestens 6 Mondae voraussstzt und mit ener
Transaminasenerhdhung  sehr unterschiedlichen Ausmal3es einhergent. Wdtwet weisen Uber 300
Millionen Menschen enen soichen HBsAg-Tragerstatus auf (Sherlock 1990). Anhand des
morphologisch-higologischen  Bildes  unterscheidet man  zwischen der  chronisch pergstierenden
und der chronisch-aggressiven Hepatitis B (Ishikawva et d. 1993). Be der benignen chronisch
persdierenden Hepditis snd die entzindlichen Veanderungen auf die Periportafelder begrenzt;
Spontanhellungen dnd héufig. Sogenannte  Mottenfralinekrosen charakteriseren die  chronisch
aggressve Hepatitis Durch Ausweitung der portden Entzindung auf die L&ppchenperipherie
kommt es zum Untergang von Lebergewebe. In der Folge kann ene makronodulére Zirrhose
entstehen (Bortolotti et d. 1993).

2.24 Immunkomplex-assoziierte Krankhetssyndrome

HBsAg AntiHBs-Komplexe im Sarum  konnen gdegentlich fir besimmte Krankheitssyndrome
eéne pahogendische Rdle siden. Diee manifesieren Sch extrahepaisch in Form  von
Hautausschiggen, Arthritis nekrotiserender Vaskulitis oder Glomerulitis. Die Pathogenese dieser
Syndrome  scheint eéne  durch  HBsAg-Anti-HBs-Komplexe und Komplement  vermittdte
Gewebschédigung zu s8n, wie de klasasth im experimentdlen Moddl der Serumkrankheit
beschrieben ist (Casserly et d. 1999; Wicki et d. 1999).
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2.25 Serologische Infektionsparameter

HBsAQ tritt schon vor dem Transaminasenandieg wéhrend der Inkubetionszeit in der Regd 4 his
12 Wochen nach Infektion im Seum auf. Beé @nem unkomplizieten Velauf fdlen die Titer
nach etwa 6 Wochen auf 25 % des Ausgangswertes ab. It dies nicht der Fall, ist éin Ubergang in
aéne chronische Velasfdorm warschanlich. Die Anti-HBs-Antikorper erscheinen in 90 % der
Fdle erst in da spden Rekonvdeszenz 3-4 Monate nach Erkrankungsbeginn, wenn HBSA(Q
berdts nicht mehr nachweidhar i und zeigen Immunitét an. Im Laufe der Zet fdlt der Ant-
HBs-Titer langsam &b (Kaboth 1982). HBCAg is im Serum nicht nachwesbar, sondern kann im
Zdlken mittds Immunfluoreszenz  nachgewiesen werden.  Anti-HBc-Antikorper  treten wéhrend
der akuten Infektionsphase ds ede AntikOrper auf und pergdieren in der Regd lebendang.
Etwa 5 % - 10% dea akuten Infektionen bleiben HBsAg- und anti-HBs-negativ und kénnen nur
durch den Nachwes von Ant-HBc-Antikorpern diagnodiziet werden.  Anti-HBc-1gM-
Antikorper werden bereits kurz nach dem Beginn der Virusvermehrung gebildet und bleiben etwa
2-4 Monate nachweisbar. In enigen Flen ener akuten Hepditis B-Infektion konnen die HBs
und HBe-Antigene bem Auftreten Kklinischer  Symptome  schon verschwunden,  die
entgorechenden  Antikorper aber noch nicht nachweisbar sain. Die  Anti-HBc-1gM -Bestimmung
kann diese diagnogische Licke schlielen. HBeAg erschent in der Frihphase der Infektion im
Saum. Sain Auftreten korrdiert mit dem Auftreten von Dane-Partiken im Serum. Anti-HBe tritt
unmittdbar nech der Himingtion von HBeAg auf und id mag fir 2-5 Jahre nachweisbar
(Chernesky 1987, Koff 1993).

2.2.6 Ubertragungsmodus

Das Hepatitis-B-Virus wird parenterd Ubertragen. Wéhrend in den asaischen Endemiegebieten
der perinatale Ubertragungsweg die Hauptrolle spidt (Bortolotti et a. 1993; Stevens 1979, Chang
et d 1989, Shapiro et d 1990, Gust 1996, Lansang 1996, Lingao et d. 1989) wird in den
arikenischen Endemiegebigten die Infektion vorwiegend postnatd und im frihen Kindesalter
eworben (Lin e d. 1993; Vdl Mayans et d. 1990; Lingeo et d. 1989; Chang & d. 1989;
McCarthy et d. 1989; Grathwohl et d. 1991; Ndumbe et d. 1989; Shapiro, 1993; Ozsoylu, 1993,
Kiire 1996, Madzime et d. 1999).

Wird die Infektion im frihen Kindedter aguiriet, verlauft de mes subklinischanikterisch
(Bortolotti et d. 1993). Die vetikde Transmisson des HBV, d.h. die Infektion des Feten bzw.

Neugeborenen durch die Mutter, kann intrauterin-digplazentar (Chang et d. 1996, Chen e 4.
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1996) oder peripatd (Dazza et d. 1993) erfolgen. Die Muttermilch spidt fir die Ubertragung
gne geinge Rdle Die Infektionsgefahr i ba akuter mittedicher Erkrankung im  dritten
Trimenon und im Wochenbett am grofden (Besth SV, 1992, Hejtink et d 1984, Krause 1992,
Michidsen et d. 1999, Mitsuda et d. 1989). Das Infektionsrisko fir ein Neugeborenes ener
HBeAgpodtiven Mutter liegt zwischen 70-100%, wohingegen Neugeborene von Mittern, die
nur HBsAg-postiv sind, en Infektionrisko von ewa 20% haben (Mitsuda et d. 1989). Uber
90% der perinatd durch ene HBeAg-postive Mutter infizieten Kinder werden zu chronischen
HBsAg Trégern (Ho 1998, McMahon et d. 1984, Milich et d. 1990). Sie tragen ein hohes Risko
fur die Entwicklung ener Lebezirrhose sowie enes hepatozdlul&ren Karzinoms (Chang e d
1989, Feitelson 1992, Kew 1992).

Nach Geburt lassen dch im kindlichen Saum  digplazentar  Ubertragene  1gG-Antikorper
nachweisen, die nach etwa 37 Monaen verschwinden. Mit ener HBs Antigendmie ig frihestens
nach 3 Monaten zu rechnen (Gerlich et d. 1994, Koff 1993).

Wedtere  Ubertragungsmoglichkeiten  sind  enger  korperlicher Kontekt,  Sexualverkeh,
Trandfusonen, parenterder Drogengebrauch und Nadddich und andere Velezungen im
klinischen Alltag  (Szmuness 1975, Norkrans 1990, Pereira 1994). In tropischen Landern delen
Hautulzera, ritudle Skarifiketionen und das Durchdechen von Ohrlgppchen, oft unter aulers
underilen  Bedingungen vorgenommen, ene wetere Infektionamdglichkeit dar.  Beengtes
Wohnen, infiziete Bettwanzen und das gemensame Benutzen von Toiletengegengténden wie
Zahnbirsen und Rasermessr tragen ebenfdls zur Verbreitung des Virus ba (Kew & d 1973,
Blumberg et d 1975, Szmuness et d 1978; Val Mayans et d. 1990).

2.2.7 Virudrager und Epidemiologie

Die Zahl der HBV-Tréger, die ddfinitionsgemd? enen HBsAg Tragerdatus Uber sechs Monate
aufwasen, wird wdtwet auf Uber 300 Millionen geschétzt (Maynard, 1990; Sherlock, 1990),
wobe deutliche regionde Unterschiede der Pravdenz bestehen: In Telen Odadens und im
tropischen Afrika betrégt die HBV-Tragarae Uber 10%, wohingegen in Westeuropa nur 0,1-
05% der Bevilkeung HBV-Trager snd (Prince et d. 1991; Prince, 1990; Robson, 1992,
Schoub, 1992; Lingeo e d. 1989; Chang et d. 1989; Goudeau et d. 1990). Es igt nicht geklart,
weshdb die HBV-Infektion in besimmten Gebiglen endemisch vorkommt und in benachbarten
Regionen die Durchsauchung sahr vid geringer ist. Uber 40% der HBV-Tréger serben an den
Folgen der Infektion (Ghendon, 1990; Shapiro e d. 1990). Neben dem Risko ener
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Leberzirhose besteht fir de e@n bis zu 200fach erhdhtes Risko fir die Entwicklung eines
hepatozdluldren Karzinomes, wie prospektive Studien endeutig bewiesen haben (Beedey ¢ d.
1981; Norkrans, 1990; Colombo, 1992). Da die HBV-Trager mag Uber Jahre keinerla klinische
Symptome aufwaisen, obwohl dch in ihren Korpeflissgkeaten hohe Viruditer nachweisen
lassen, stdllen Se en wichtiges Erregerreservoir dar.

2.2.8 Priméreshepatozdluléres Karzinom

Veashiedene Befunde bdegen enen Zusammenhang zwischen der chronischen  Infektion mit
HBV und dem hepaozdluld&en Karzinom oder snd damit asoziiet; o zB. das haufige
Vorkommen hepaozdlul&rer Karzinome in HBV-Endemiegebieten, progpektive Studien die fur
HBV-Trager en Uber 200fach hoheres Risko fir die Entwicklung enes hepaozdluléren
Kazinoms bedegen (Beedey e d. 1981, Bortolotti et d. 1993), der Nachwes integrierter
subgenomischer virder DNA in Hepatomzdlen (Gerlich et d. 1989) und die expaimentdle
Induktion von Leberkarzinomen in mit Hepadnaviridee infizieten Wadmurmdtieren (Colombo,
1992). Neben der HBV-Infektion gdlen auch die HCV-Infektion, die Leberzirrhose jedweder
Genee (via dkoholbedingt) und die Expodtion von karzinogenen Chemikdien wie zB.
Aflatoxinen oder Alkdoiden tropischer Pflanzen, anabolen Steroiden sowie orden Kontrazeptiva
weitere Riskofaktoren fir das hepatozdluldre Karzinom dar (Feitelson, 1992; Okuda, 1992). In
weiten Telen Afrikas i das primére hepaozdlulde Kazinom (PHK) das am  haufiggen
vorkommende Kazinom (Bortolotti et d. 1993); in 90% dea Fdle tritt es in zrrhotisch
vaandete Redleber ba in 80% podtiven HBsAQ-Befund auf (Bortolotti et d. 1993). Die
Bedeutung der peripatden Infektion fir die Entgehung des kindlichen PHK ig gedchert
(Bortolotti et a. 1993, Chang 1989).

Die Frage, wie HBV karzinogen wirkt, ig noch nicht endgiitig geklat. HBV konnte direkt die
Tumorentsehung triggern oder aber der Lebetumor entsteht indirekt durch die chronische
Entzindung mit Zdluntergang und Regeneration im erkrankten Gewebe. Als mutagener Faktor
werden dabel die bel der chronischen Entziindung von Phagozyten und anderen Zdlen gebildeten
Oxidantien (sktiver Sauerdoff, Radikde und organische Peroxide) angesehen, die DNA-
Einzdgrangbriiche und die Aktivierung von Onkogenen wie cfos und c-myc verursachen
koénnen.

Die lange Laenz zwischen der HBV-Infektion und dem Auftreten des Lebertumors spricht gegen
die Annahme enes virden Onkogens. Jedoch nimmt man an, dal3 das vom X-Gen kodierte Gent
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aktivierende Protein in enem frihen Stadium in den karzinogenen Prozess involviert ist (Ganem
et d. 1987, Nakatake et a. 1993).

Eine andere Mdglichkeit der virden Kazinogenee besteht darin, dald das Virus seaine DNA in
die Wirtschromosomen integriert. Obwohl das HBV wdwrend des Replikaionszyklus keine
Integration saines Genoms in das Genom dar Wirtszdle bendtigt, kdnnten solche Integrationen
ds zufdlige Beiprodukte entstehen. Integrierte virde DNA wird in 75-85% der hepatozdluldren
Kazinome gefunden (Shaul e d. 1984; Gelich et d. 1989; Nagaya & d. 1987). Die
Integrationsellen and variabd. Man findet haufig extensve Dddionen und Rearangements im
Bereich der virden wie auch der zdlulden DNA, die fir jede integrierte Sequenz verschieden
and, was anzeigt, da’ die Integration kein geordnetes oder reproduzierbares Geschehen ig
(Tokino et d. 1991; Rogler, 1991; Schirmacher et d. 1993).

2.2.9 Impfung

Die Immuniseung mit hochgereinigten HBSAg-Patikdn aus dem Serum von HBSAg-Trégen
fihrt zum Schutz gegen die HBV-Infektion (Hoofnagle 1989). Der Impfdtoff erwies sch ds sehr
wirksam und Scher. Sane Hergdlung war jedoch mit einigen Problemen behdftet; so id die Zahl
der vefigbaen HBsAgTréager begrenzt und das Renigungsvefaren langwieig und
kogtspidig.

Inzwischen 8% dch der Impfdoff gentechnologisch hergdlen. Das in der  Béckerhefe
Saccharomyces cerevisae hergestdlte HBsAg (Vdenzuda e d 1982) enthdt keine Pré-S1- und
Pr& S2-Determinante, was zeigt, dad die Immunantwort gegen die S-Determinante des HBSAgQ
dlen protektiv sein kan (Szmuness et d 1980, Lee e d 1991). 1984 wurde ein Impfgsoff
entwicket, der, in Ovarzelen des chinesschen Hamders produziert, neben dem S-Gen-Produkt
auch die atigene Deeminate des pra-S2-Gens enthdt. Die Pra-S2-Deleminante id im
Mausmoddl deutlich gérker immunogen ds das S Antigen. Impfversager, die kene Antikorper
gegen HBsAQ hilden, konnten mit dieser Vakzine geschiitzt werden (Milich, 1991).

Die Grundimmunisgerung beseht aus dre Injektionen im Abstand von vier Wochen bzw. sechs
Monaten. Es wird jewells 1 ml Impfstoff entsorechend 0,01 mg oder 0,02 mg HBsAQ verabreicht.
Fir Neugeborene und Kinder unter 10 Jehren betrégt die Einzddoss 05 ml. Neugeborene
HBsAgpodtiver Mitter ehdten amultan  zur 1. Impfung 04 mi/kg Hepditis-B-
Hyperimmunglobulin  gleich nach Geburt. Die Auffrischimpfung wird be Anti-HBs-Titern  unter
10 U/l empfohlen (Szmuness et d 1980, Niesert et d 1994, Forsyth et d. 1995).
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2.2.10 Therapie

Be Pdienten mit chronischer Hepatitis sollte vor dem Hintergrund des ungiindigen Verlaufs mit
Progresson zur Lebezirrhose und zum HCC en Theagieversuch imme gemacht werden.
Interferon-dpha i dearzat das enzige zugdassne Prdpara zur Behandlung der  chronischen
Hepatitis B. Es hat e@nen nachwesbaren Effekt auf die Virugeplikation. Ein Langzateffekt mit
Eliminaion der virden DNA aus der Leber kann jedoch nur fir ewa 30% de Patienten
nachgewiesen werden (Perillo 1993, Pgpe 1994, Cotonat et d. 2000; Gurakan et d. 2000;
Mutimer & d. 2000). Weitere Thergpieensize snd die Immunmodulaion mit PraS Antigen
hatigen Impfgoffen und Zytokinen (Pol et d. 2000; Sperotto et d. 2000). Als wetere
Subganzen werden heute Nukleosdandoga wie die eprobte Substanz Lamivudine eingesetzt.
Problematisch hieba is der héufige Wiederandieg der Virdmie nach Absstzen der Thergpie und
eine haufige Ressenzentwicklung be einer Dauerthergpie (Ahmed et d. 1999, La et d. 1998).
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3 Patientenkollektiv und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Die Untersuchung wurde an Patienten des Zentrakrankenhauses (Hépitd Centrd) in Yaoundé
der Hauptsadt von Kamerun, durchgefiihrt. Das Hopitd Centrd hat das grofd¥e Einzugsgebiet
dler Krankenhduser des Landes Vor Aufnahme in die Sudie efolgte die Aufkldrung und
schriftliche Einvergdndniserkl&rung der Patientinnen.

3.1.1 Probenentnahmeund Testper sonen

Von 109 Mutter-Kind-Paaren wurde am Tag der Geburt des Kindes Venenblut der Mutter und
Nabdschnurblut des Neugeborenen entnommen. Von dlen noch ereichbaren Séuglingen dieses
Kollektivs (n=25) wurde im Alter von sechs Manaten eine weitere Blutprobe entnommen. Fir die
Blutentnehme und die watere Aufarbetung der Proben wurde eigens fir diese Untersuchung
angechefftes  Einmdmaterid vewendet. Die Serumproben wurden bis zur  Untersuchung
tiefgefroren.

Die anti-HBc-Bedimmungen wurden freundlicheeweise von Fau Dr. Angda Uy, Inditut fir
Medizinische Mikrobiologie der Universta  Gottingen, durchgefthrt. HBsAg und  HBeAg
wurden am Inditut fir Medizinische Virologie des "Centre Universtare des Sciences de la
Santé' (C.U.S.S) in Yaoundé bedimmt. Es wurden kommerzidl erhdtliche ELISA-Testsyseme
(Enzygnos”) verwendet, die fir die in Kamerun durchgefiihrten Untersuchungen von der Firma
Behringwerke AG, Maburg, dankensweterwese zur Veflgung gesdlt wurden. Alle Seren
wurden auf das Vorhandensan von HBsAgQ untersucht. Be podtivem HBsAg-Befund wurde
zusitzlich aff HBeAg geteset. Da anti-HBcC in der Regd ds erser Antikdrper kurz nach dem
Auftreten von HBsAg nachweisbar wird und med lebendang peasdiet, i$ sane Bedimmung
der wertvollse Parameter fir epidemiologische Untersuchungen (Chernesky 1987). Die megen
HBsAgnegativen Proben wurden deshdb auf ati-HBc getedet. Wegen telwase nicht
augdachender Serummenge konnten nicht dle Proben auf anti-HBC getedtet werden, da eine
2walte Blutentnahme nicht moglich war.

Der HBV-DNA-Nachwels mit der Polymerase-Kettenregktion  wurde im Labor  der
Univiverstas Kinderklink  Gielen  durchgefiihrt.  Die  untere Nachweisgrenze der Methode

wurde anhand ener Verdinnungselhe anes HBV-DNA-pogstiven Standardserums ermittelt und
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lag be ewa 1000 HBV-GenomeVml Serum. Negativ- und Postivkontrollen wurden in jedem
Experiment mitgefthrt. Zur Spezifitdtskontrolle wurde en Tel der PCR-Produkte sequenziert
oder mit 5(*P)-makieten, zu enem intemen Berdch des zu amplifiZierenden HBV-
Genabschnitts homol ogen Oligonukleotiden nach Blotten auf Nitrozdlulosefolie hybridisert.

3.2 Immunologische Methoden (Enzyme Linked | mmunosor bent Assay)

3.21 Nachweisvon HBsAg

Die Konzentration von HBSAg wird in Einheten gemessn. Eine Einhdt des Paul-Ehrich
Standards (PEI-Einhat) entspricht debel elwa 1 ng HBsSAg in srologisch aktiver Form (Gerlich
g d. 1994). Die zur Zet vewendgden Enzymimmmunoasssys (EIA) dnd auf hichge
Empfindichkeit ausgdegt und konnen Werte zwischen 0.05 und 30 PEI-Einh/ml quantitativ
unterscheiden.  Der  typische gesunde niedrigvirdmische HBsAgTréger ha HBSAg
Konzentrationen zwischen 1000 und 25000 PEI-Einh/ml. Ein hohes Signd des unverdinnten
Saums im EIA besagt dso nichts Uber das Ausmal der Viramie, da der lineare Bereich sch auf
die hohen Empfindlichketsstufen beschrénkt.

Der  Enzygnos®HBsAg-Mikro i en nach dem SandwichPrinzip (Chemesky 1987)
aufgebauter Enzymimmunoasssy. Die Mikrotiterplatten snd mit Antikorpern gegen das HBSAQ
beschichtet. In die Vetiefung wird die Plasma oder Serumprobe (100ul) gegeben und inkubiert.
Das in dar Probe befindliche Antigen bindet an den Antikorper. Nicht fixietes Materid wird
sodan  durch zwemdiges Waschen entfent. Es wird ansthliend die  Konjugatldsung
zugegeben. In dieser 2. Resktion wird Peroxidase-konjugierter Antikorper gegen HBsAg an die
noch frde Ag-Determinante gebunden. Die nicht gebundenen enzymkonjugierten Antikorper
werden ausgewaschen. Durch Zugabe des Subdrats Wassardtoffperoxid wird die gebundene
Enzymektivitt besimmt. Die enzymaische Resktion wird mit Hilfe des Chromogens o
Phenylendiamin schtbar gemacht. Die Resktion wird mit 0,5 N Schwefdsture gestoppt und kann
photometrisch bei 492 nm abgelesen werden. Die Farbintengtét it der in der Probe vorhandenen
HBsAgKonzentration  proportiond (vgl.  Anldtung  zum  Behring-Enzygnost®-HBsAgG-Mikro).
Der Test hat eine hohe Spezifitét von 99,9 %. Die Nachweisgrenze liegt bal unter 0,18 ng/ml. Mit
dem "OrganonWashe™ wurde die genaue Durchfihrung der Waschschritte erleichtert, da er die
gleichzeitige Bearbeitung von 8 Probengefdlien ermiglicht. Der Einsatiz des Waschgerdts i be
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Vorhandensein eéner Wassardrahlpumpe, enes Absauggerdtes und Stromanschlusses fir ene
Kreisd pumpe auch in den Tropen moglich.

3.2.2 Nachweisvon HBeAg

D Enzygnot®-HBe ig ebenfdls en nach dem Sandwich-Prinzip aufgebauter ELISA. Die
Nachweisgrenze liegt bei unter 3 U/ml.

3.2.3 Nachweisvon Anti-HBc

Der Enzygnos™-Anti-HBc ist @n kompditiver Enzymimmuntest. Die Mikrotiterplatten sind - mit
gentechnologisch  hergestelltem HBCAg beschichtet, an das der in der Probe nachzuweisende
AntikOrper bindet. In ener 2. Resktion werden Peroxidase-konjugierte Anti-HBcC-Antikorper
zugegeben, die an die noch nicht gebundenen Antigendeterminanten binden. Nach enem
Wasthvorgang zur  Entfernung  von  Uberschiissgem  Konjuga wird  Chromogen-Lésung  zur
Farbresktion zugegeben. Nach Zugabe der Sopplosung efolgt die Fabmessung. Die
Farbintengtdt i der in der Paientenprobe vorhandenen Anti-HBc-Konzentration umgekehrt
proportiond. Der Test hat eine Nachweisgrenze von 1,5 U/l und eine Spezifitét von Uber 99,2 %.

3.3 Molekularbiologische M ethoden

3.3.1 Isolierung von HBV-Partikeln aus Serum

Das Serum wird 10 Minuten be 10.000 UPM in ener Eppendorf-Zentrifuge vorzentrifugiert, um
Zdlrete zu entfernen. Anschliefl?end werden 05 ml einer 10%- Saccharose-Lésung in @n 4 ml
Beckman-Zentrifugenrdhrchen  gegeben, mit 1 ml Saum  Uberschichtet und mit  PBS-Puffer
aufgeflllt. Durch Ultrazentrifugation ba 50.000 UPM und 4°C in enem Beckman SW60-Rotor
werden die Dane-Partike Uber das Saccharose-Kissen pdletiet. Der Uberstand wird dekantiert
und das veblebende Pdlet in 2 ml 50 mM MOPSPuffer (pH 7,0) resuspendiert. Nach
Suspenson kann die Probe bel - 70°C gdlagert werden.
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3.3.2 Nukleinsaure-lsolierung

Aus dem in 2 ml 50 mM MOPS-Puffer (pH 7,0) suspendierten Viruspdlet erfolgte die Isolierung
der virden DNA nach enem modifizierten Protokoll von Satler und Robinson (Nishida et al.
1995). Zur Probe werden 20 pl Heringsperma-DNA (250 ng/pl), 100 pl Proteinase K (20 mg/ml)
und 200 pl SDS 10%, des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat, zugegeben, so dal3 ene
Endkonzentration von Img/ml resp. 1% earecht wird. Zum Verdau der Proteine wird die Probe
im Wasserbad 30 Min. ba 37°C, 30 Min. be 60°C und erneut 30 Min. bei 37°C inkubiert. Die
zugegebene Heringgperma-DNA  dient ds Carrier fir die anschlielende Prézipitation der DNA.
Um das SDS wieder auszufdlen, wird 1 ml 25 M Kadiumecetat (pH 4,8) zugegeben und die
Probe fir 10 Min. bei 2500 UPM zentrifugiert. Der Uberstand enthélt die gelGste virdle DNA.

3.3.3 Renigungvon DNA vor enzymatischen Reaktionen

Vo dem Einstz von DNA in ewzymaischen Reektionen wird de von kontaminierenden
Molekllen und Enzyminhibitoren gereinigt. Es wurden zwe Methoden angewandt; das Prinzip
der lonenaustauscher-Séulenchromatographie und en modifiziertes Pratokoll von Vogdsein und
Gillespie. Die virde DNA wird, bevor se ds Probe in die PCR engestzt wird, Uber eine
lonenaustauschersiule der Fa Qiagen gereinigt (Nediar e d. 1994). Die Marix diesr Sdule
bestent aus Silicage, das pogtiv gdadene Gruppen enthdt und mit einer hydrophilen Substanz
beschichtet ig, die ungpezifische Bindungen verhindert. In der mobilen Phese liegt en pH-Wert
vor, be dem dle Nukleinsduren negative Nettoladungen tragen, SO dad Se an die pogtiven
Gruppen des Audauscherharzes binden. Erhoht man nun die NaCl-Konzentration und den pH
Wet der mobilen Phase, s0 verdrangen die Chloridionen die negativ gdadene DNA; die
Nukleinsduren werden duiert.

Eine "Qiagen100"-Saule wird mit 2 ml QBT-Puffer &quilibriert und die Probe auf die Saule
pipettiert. Es folgen dra Waschschritte mit je 4 ml QG Puffer, um kontaminierende Subgtanzen
zu etfernen. Die gerenigte DNA wird mit 4 ml QF-Puffer duiet und isovoldmisch mit
Isopropanol prézipitiert. Nach 2 h Inkubation bel -20°C wird die DNA durch Zentrifugation (30
Min. bei 14.000 UPM und 4°C) pelletiert. Der Uberstand wird dekantiert. Zum Auswaschen noch
vorhandener Sdlze wird das Pdlet in 1 ml Athanol 70% durch Vortexen suspendiert und durch
Zentrifugation (15 Min. bel 14.000 UPM und RT) repdletiert. Der Uberstand wird dekantiert und
das Pdlet ba 60°C im Hezblock kurz angetrocknet. Die DNA wird in 20 yl derilem Agqua

bidedtillata gel6st und kann ds Ausgangsmaterid in der PCR eingesetzt werden.
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Zur Renigung von DNA-Proben nech enem modifizieten Protokoll von Vogdsen und
Gillespie wurde e@n Isogene-Kit der Fa. Wack-Chemie (Bad Homburg) verwendet. Zur Probe
werden 2 Volumina 6M Nariumjodidiésung gegeben und 5 Min. auf Eiswassy inkubiert.
Anschlielfend werden pro 5 pg DNA-Gehdt der Probe 10 pl des DNA-Binder-Reagenz
zugegeben und durch 10 Min. Hinrund-Herkippen die DNA-Bindung optimiert. Durch 5 Min.
Zentrifugation (14.000 UPM ba RT) wird die gebundene DNA pdletiert. Das Pdlet wird dann
drema mit je 200 ul WaschPuffer durch kurzes Vortexen und anschliel}ende Repdletierung
gewaschen. Der Uberstand wird dekantiert und die DNA in dedtillietem Agqua duiet. Dazu
werden zum Pdlet 20 yl Aqua gegeben und nach kurzem Vortexen wie oben beschrieben
zentrifugiert. Der Uberdand, der die duiete DNA enthdt, wird abgenommen und der
BElutionsschritt nochmas mit weteren 20 pl Aqua wiederholt, um ene maximae DNA-Elution
zugewdrleigen.

3.3.4 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Das Prinzip der PCR wurde 1986 von Mullis et d. verdffentlicht (Saki et d. 1988). Es gdlt ein
biochemisches Vefdren zur exponentidlen Vamehrung eines DNA-Fragments dar (siehe
Abb.7). Der DNA-Beech, der durch ene DNA-Polymerase wiederholt repliziert wird, liegt
2wischen zwel Bereichen mit bekannter Nukleotidsequenz. Als Starter (Primer) fir die Reektion
werden Oligonukleotide eingesetzt, deren Nukleotidsequenz komplementér i zum 3-Ende des
z2u amplifizierenden  DNA-Segments. Das  Reektionsggemisch wird  @nem  zyklischen
Temperaturwechsd  unterzogen: Zuarst wird ba 94°C denduriet (Mdting), wodurch die
doppelsrangige DNA in ihre beiden Einzddrange aufgetrennt wird. Nach Abkuhlung auf ewa
60°C binden die Primer an ihre komplementéren Zidsequenzen am 3-Ende des jeweiligen DNA-
Einzdgranges (Anneding) und initierken 0 die Synthese des komplement&ren DNA-Stranges.
Wéhrend der Inkubation baim Temperaturoptimum der DNA-Polymerase, bal 72-74°C, wird die
Synthese wetergefiihrt  (Extenson). Die hitzesabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium
Thermus aguaicus veliet bam eneuten Erhitzen der Probe auf 94°C ihre Aktivitdt nicht. Im
folgenden Zyklus werden die neu synthetiserten Tochterstrange vom COrigindstrang getrennt und
dienen nun ihrersdts ds Matritze fir die DNA-Synthese. Da in jedem der nachfolgenden Zyklen
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2. Zyklus

Ausgangs 1. zyklus
DNA

Primer  Neu synthetisierter
DNA - Strang

Abb.7: Polymerase-K ettenr eaktion

Ein biochemisches Verfahren zur exponentidlen Vermehrung enes DNA-Fragments. Als Starter
(Primer) fr die Resktion, bel der eén DNA-Bereich durch eine DNA-Polymerase wiederholt
repliziert wird, werden Oligonuklectide eingesetzt, deren Nukleotidsequenz komplementér ist
zum 3-Ende des zu amplifizierenden DNA- Segments

A
fi
VTR

eine Verdopplung der Ausgangs- DNA erfolgt, wird unter optimaer Resktionseffizienz bei n
Zyklen die urspriingliche DNA-Menge um den Faktor 2" vermehrt. Vor dlem die begrenzte
Enzymaktivitét und Wechsdwirkungen zwischen den neu synthetiserten DNA-Molekilen
untereinander erlauben jedoch nur wahrend der ersten Regktionszyklen eine vollsandige
Verdopplung der Zidsequenz mit exponentidler Produktvermehrung und fiihren dazu, dal3 die
Reektion fliel2end in eine Phase nur noch linearer Produktvermehrung Ubergeht.

Be der vorliegenden Untersuchung wurden fUr die Pré-S- Region des HBV - Genoms spezifische
Oligonukleotid- Primer verwendet, die an Regionen binden, welcheim Vergleich der einzelnen
HBV - Genotypen ene sehr hohe Homol ogie aufwiesen. Hierdurch sollte eine Amplifikation von
Genomabschnitten dler bekannten HBV-Genotypen ermdglicht werden. 1hre Positionen
entsprechen den Basen 2815-2839 und 193-179 der DNA-Sequenz des HBV - Serosubtyps ayw™
(Bichko et d. 1985). Die Sengtivitét der PCR zum Nadwes von HBV - Genomenim Serum
wurde in sridlen Verdinnungsreihen ermittelt. Die geringste noch nachwe share K onzentration
lag b 10° Virusgenomen / ml Serum. Als Standard wurde ein Serum eingesetzt, dessen
Viruskonzentration von Prof. Dr. Gerlich (Medizinische Virologie der Justus-Liebig-Université
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Gief3en) unter Verwendung des "Euro-Hep- Standards' d's BezugsgroiRe bestimmt worden war.
Alle miiterlichen und kindlichen Seren mit positivem DNA-Nachweis wurden zudem in einer
soezidlen Multiplex Polymerase- K ettenregktion zur Bestimmung des HBV-Genotyps untersucht
(Repp et a. 1993).

Die Oligonukleatidprimer hatten die folgenden Sequenzen:

Primer P1: 5-GGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGA-3' (Sense primer)

Primer P2: 5-GCAGGGGTCCTAGGAATCCTGATG-3' (Antisense primer)

An die Oligonukleotidprimer war jewells eine Erkennungssequenz fir die Regtriktionsenzyme
S 1 und Bd | angefiigt, um die PCR-Produkte in einen Vektor klonieren zu konnen.

Reaktionsgemisch (100ul): 335ul bidest., Seriles Aqua
0ul Reaktiongpuffer
27 ul Template-Puffer
4ul dATP (10 pumal)
4pl dCTP (10 pmol)
4ul dGTP (10 pumal)
4ul dTTP (20 pmol)
S5ul Primer | (20 uyMolar)
5ul Primer I1 (20 uMolar)
0,5 pl Tag-Polymerase (2,5 U)
3l DNA-Prgparation

Zur Inaktivierung vorhandener Proteasen wurde das Gemisch vor Zugabe der DNA-Polymerase
fur 5 Min. ba 95°C inkubiert. Die PCR wurde in eénem Fscher-Technik- System, bestehend aus
drel Heizbédern und einem Befdrderungskran , das an eén Conputersystem angeschlossen i,
durchgefhrt.

-31-



Amplifikation: ZyKlus 1: Mdting 5 HA°C
Ameding 2 63°C
Extenson 2 74°C
Zyklus 2-34: Mdting 1 HUC
Anneding 2 63°C
Extenson 2 74°C
(+3"/Zyklus)
Zyklus 35: Mdting 1 H°C
Anneding 2 63°C
Extenson 10 74°C

5 pl der PCR-Probe werden durch Agarosegeleektrophorese andlysiert. Die Proben wurden bel -
20°C aufbewahrt.

3.35 Agarosegel-Elektrophorese

Wird ein dekirisches Fld an ein Agarosegd angdlegt, so wandert die DNA, die ba enem
neutrden pH negdiv gdaden i, zur Anode. Lineare doppddrangige DNA-Molekile zegen im
dektriscchen Fdd auf Agaossgden dne  Wandeungsgeschwindigkeit, die  umgekehrt
proportional dem dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichtes ist (Helling et a 1974).

Zur Hergdlung eines 2% Gds wird zunéchg die entsprechende Menge Agarose in 1Ix TAE
Puffer (pH 8) aufgekocht. Nach Abkuhlen auf 50°C wird die Agarose in ene flache, abgedichtete
Pexiglasform gegossen, wobel durch Eindecken eines PVC-Kammes nahe der Kathode 3 mm
breite, nicht bis zum Gefd¥oden reichende Vetiefungen ausgespat werden (Maniatis & d.
1982). 5 pl des Langenmakers (Maker IV, Boehringer Mannhem) werden mit 5 pl derilem
Aqua bidest, 1 pl Blaumaker (Bromphenolblau) und 1 pl Glyzein (zur Erhéhung des
sezifichen Gewicht) versetizt und in die aulase Vetiefung pipdtiet. 5 pl des
Probengemisches werden mit 5 pl geilem Aqua bidest. und 1 pl Glyzerin versetzt und in die
Vetigfungen pipettiert. Mit ener Spannung von 5 Volt/lcm Gdlange efolgt die Elektrophorese.
Als Laufpuffer dient 1x TAE-Puffer. Nachdem die Bromphenolbande das anodensdtige Gel-
Ende erecht hat, wird die Elektrophorese beendet und die DNA-Banden werden durch
Uberschichten des Gds mit einer Ethidiumbromidiésung (05 pg/ml) angefarbt. Das Ge wird
unter UV-Bdeuchtung (254 nm) unter Vewendung enes Polaoidfilmes (Typ 57)
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photographiert. Die Grole der DNA-Fragmente |&% dch durch Vergleich mit den DNA-Banden
des Langengtandards bestimmen.

3.3.6 Schneidender DNA mit Restriktionsenzymen

Die DNA-Probe sowie das Plasmid pUC19 werden mit den passenden Redtriktionsendonukleasen
geschnitten. Es wurden die vom Heddler angegebenen Puffer und  Inkubetionstemperaturen
verwendet.

Redtriktionsansatz HBV-DNA-Prabe: 1 pug DNA-Probe, 5 ul Sa | (20 U), 5 pl Bd 1 (20 U), 10
pl Puffer H, Aquabidest. ad 100 pl.

1. Redriktionsansatz Plasmid puUC19: 10 pug puC19 (0,25 pg/ml), 5 pl S 1 (20 U), 10
Puffer H, Aqua bidest. ad 100 pl.

2. Regtriktionsansatz Plasmid pUC19: 40 yl SA | verdautes pUC19, 5 pl Bam HI (20 U), 10
Puffer B, 45 ul Aqua bides.

Restriktionsansatz Plasmid-DNA:
40 pl Plasmid-DNA, 2 pl EcoRI, 2 pl Hindlll, 0,3 ul RNAseH, 5 pl 10x Puffer B.

Die vallgandigen Redriktionsansitze werden kurz gevortext. Nach 3 h Inkubation bel 37°C im
Warmeblock wird ein Aliquot zur Agarosegd andlyse entnommen.

3.3.7 Ligase-Reaktion
Die Ligase Reektion gdlt eine enzymatische Verknipfung des in Bakterien zu vermehrenden

und ds Insat bezechneten DNA-Fragments (geschnittenes PCR-Produkt) mit dem Vektor
(PUC19) her, der die zur extrachromosomden DNA-Vemehrung in Bakterien eforderlichen
Sequenzabschnitte und en (3 Lactamase- Gen ds Sdektionsmarker trégt.

Ligase-Reaktionsansatz:
20 pl DNA-Probe, 2 pl Sd | und Bam HI verdautes pUC19 (500ng), 5 pl Ligese Puffer, 1 pl T4-
Ligase, 22 ul Aquabidest.



Molares Verhdtnis Insart/Vektor = 3:1
Der Ligase-Ansatz wird 16 h abgedunkdt be 14°C inkubiert; anschlielfend wird e be 4°C
aufbewahrt.

3.3.8 Herstdlen kompetenter Bakterien

Es wird zunéchg ene Bakteien-Vorkultur hergestdlt: Zu 20 ml 2YT-Medium ohne Ampidllin
werden 50 pl ener Glyzerinkultur des E. coli-Stammes JM 101 gegeben und tber Nacht (16 h)
bei 37°C und 250 UPM kultiviert. Anschlieffend wird die Hauptkultur angesstzt: Zu 20 ml 2YT-
Medium ohne Ampidllin werden 100 pl der Vorkultur gegeben und unter oben angegebenen
Bedingungen etwa 1 h kultiviert, bis ene optische Dichte des Kulturmediums von ca 0,3 errecht
iq, gemesen im Spekirdphotometer be ener Wdlenlénge von 550 nm. Die Bakterienkultur
wird daraufhin durch Zentrifugation (20 Min. ba 2500 UPM und 4°C) in e@nem JA-14-Rotor
sdmetiet. Das Béaktaiensediment wird in 10 ml 01 M Magnesumchlorid auf Eis
resuspendiert und erneut abzentrifugiert ( 20 Min. ba 1500 UPM und 4°C). Daraufhin werden
die Bakteien in 10 ml 01 M Cddumchlorid resuspendiet, 20 Min. auf Eis inkubiet und
anchliefend wie oben angeben azentrifugiert. Das Sediment wird in 2 m 01 M
Cdcdiumchlorid resuspendiert und 2 h auf Eis inkubiet. Deratige kompetente Bakterien konnen
bis zu 48 h auf Eis aufbewahrt werden.

3.39 Hergdlen von Agarplatten

500 ml 2YT-Medium wird mit 75 g Bactoagar aufgekocht und 1 ml (=50 mg) Ampidllin
zugegeben. Nach Abkuhlung auf 50°C werden die Platten gegossen und nech dem Erdarren auf
dem Kopf stehend gelagert.

3.3.10 Transformation kompetenter Bakterien

Zu jedem Ligase-Ansatz werden 100 pl der kompetenten Bakterien gegeben und wie folgt
inkubiert: 30 Min. auf Eisvesser, 5 Min. ba 37°C und 10 Min. auf Eiswasser. Anschliel}end
werden 200 pl des vorgewamten 2YT-Mediums ohne Ampidllin zugegeben und das Gemisch
ba 37°C fir 45 Min. inkubiet. Daraufhin platiet man die Bakteien mit e@ner gebogenen

Pedteurpipette auf vorher auf RT gebrachte Agarplatten aus und gdlt die Platen auf dem Kopf
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gehend zur Kultur in den auf 37°C vorgeheizten Brutschrank. Nach 16 h Kultur werden einzelne
Kolonien von den Patten dogehoben, in je 5 ml 2YT-Medum mit Ampidllin gegeben und
weitere 16 h bei 37°C und 250 UPM kultiviert.

3.3.11 Isolierung klonierter Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Die Pasmide enthdtenden Békterien wurden in 2YT-Medium ba 37°C kultiviet. Nach 16 h
efolgt die Isolierung der Plasmide durch eine modifizierte dkdische Lyse in Verbindung mit der
DNA-Renigung tiber Quiagen-1onenaustauschersaulen.

In ein Eppendorf-Gefdd werden nacheinander je 1 ml der Bakteriensuspenson Uberfihrt und 1
Min. be 14000 UPM azentrifugiert, so dal3 dch im G&d3 schliedich en Pdlg aus 3 ml
Bakteriensuspenson befindet. Das Bakterienpdlet wird in 0,3 ml des dkdischen Lysspuffers P1
suspendiet, dem Gemisch dan 03 ml des Puffers P2 zugegeben, vordchtig gemischt bis die
Losung asfklat und 5 Min. ba RT inkubiet. Anschlielend wird 03 ml des Puffers P3
zugegeben und vordchtig gemischt. Durch die hohe Sdzkonzentration des Puffers P3 (KAC)
prézipitieren Proteine, chromosomae DNA, zdlulére Bestandteile und SDS; die anschliel¥ende
10mindtige Inkubation auf Eis fordert dies noch. Das Lysat wird 15 Min. be 10.000 UPM und
RT in der Eppendorf-Zentrifuge abzentrifugiet und der Uberdtand, der die gdogte Plasmid-DNA
enthdt, sofort dopipettiet. Die Renigung der DNA efolgt Uber Quiagen20-
lonenaugtauschersiulen. Die Saule wird mit 1 ml des Puffers QBT &quilibriert und dann der
DNA-hdtige Uberdand darauf pipettiert. Es folgen vier Waschschritte mit je 1 ml des Puffers
QC, bevor die DNA mit 0,8 ml des Puffers QF duiat wird. Die DNA wird mit 0,7 Volumen
Isopropanol bel RT entsdzt und prézipitiert und bei 10.000 UPM fur 30 Min. zerrifugiet. Um
die leizten Sdzspuren zu entfernen, wird das DNA-Pdlet in 1 ml Athanol 70% gewaschen,
luftgetrocknet und in 40 pl Aqua bidest. gdds. Je en Aligout wird zur Bestimmung der DNA-
Menge im Spekirdphotometer und zur Agarosege-Andyse entnommen. Die gddste DNA  wird
ba -20°C aufbewahrt.

3.3.12 DNA-Sequenzierungs eaktion nach Sanger

Mitte der 70er Jehre wurden Methoden entwickdt, um die Nukleotidsequenz der DNA zu
bestimmen. Diese Fortschritte legten den Grundgein fur die audfihrliche Andyse da Struktur
und Funktion ener groRen Anzahl von Genen. Sanger entwickdte die Dideoxy-vermittdte
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Kettenabbruchmethode (Sanger e a. 1977). 2,3-Dideoxynukledtidtriphosphete  (ddNTP)
unterscheiden sch von  konventiondlen  Deoxynukleotidtriphosphaten  (ONTP)  dadurch, dal3
ihnen en Hydroxylrex an dear 3-Pogdtion der Desoxyribose fehlt. Se konnen Uber ihre 5-
Triphosphatgruppe durch die DNA-Polymerase in den DNA-Strang eingebaut werden. Das
Fehlen der 3-Hydroxylgruppe verhindet jedoch die Ausbildung einer Phosphodiester-Bindung
mit dem nachfolgenden dNTP. Eine wetere Kettenextenson i so unmoglich. Figt man ene
kleine Menge eines ddNTP zu den vier konventiondlen dNTP in eéin Resktionsgemisch, entsteht
en Wettbewerb zwischen Ketenverlangerung und sdtenem, aber spezifischem  Kettenabbruch.
Die Resktiongorodukte snd Serien von Oligonukleotidketten, deren Lange bestimmit ist durch die
Diganz zwischen Ausgangspunkt des Primers und Stdle des vorzatigen  Kettenabbruchs
Vewende man die verschiedenen ddNTP in vier verschiedenen enzymaischen Resktionen
werden Oligonukleotidpopulaionen krelert, die an Podtionen enden, die in der Sequenz des
Matritzendrangs von A,CG oder T besstzt dnd. Die Extensonresktion wird in zwei  Schritten
durchgefihrt:  In der zuerd  durchgeflhrten  “"Labdling’-Resktion werden die  entdehenden
Oligonukleotidketten radiosktiv markiert; die anschlieffende  Terminationgreektion  fuhrt  dann
zum Kettenabbruch. Tragt man die vier Oligonukleotid-Populationen in benachbarte Spuren eines
Sequerz-Gds auf und fihrt die Elektrophorese durch, kann die Nukleotidsequenz des
Origindgrangs von dar Rehenfolge dar sukzessv langer werdenden Fragmente in den vier
Spuren abgelesen werden. Die Postion der aufgetrennten Fragmente wird  autoradiographisch
bestimmt.

Fir die Sequenzierungsresktionen wurde Sequenase, ene gendlisch modifizierte Bakteriophege-
T7-DNA-Polymerase ohne 3-5'-Exonuklease-Aktivitdt, eingesetzt. Dazu wird die DNA-Probe
zuné&chs in der PCR unter Vewendung von fir die Pr&S-Region spezfischen Oligonukleotid-
Pimen amplifiziet, de an ihrem 5-Ende das Erkennungssgnd fir die Redriktionsenzyme Bd
| bzw. SA | bedtzen. Diese Redriktionsschnittsdlen finden dch auch ds dngulae
Sgndsquenzen in der Polylinker-Region des Plagmids pUC19 (Messng, 1983). Ein Aliquot der
erhdtenen PCR-Probe wird in ener Agarosege-Elektrophorese eingesstzt und der DNA-Gehdt
der Probe wird durch Verglech mit dem Léangendandard der Markerbande bestimmt. Die
redliche  DNA-Probe wird durch Isogene-Renigung von kontaminierenden Molekilen und
Sdzen getrennt. Das PCR Produkt wird vor der Sequenzierung in pUC19, einem Plasmid des
Bakteriums Escherichia cali, unter Verwendung der Redtriktionssaiten Sd | und Bam HI Kloniert.
Vor Beginn der Sequenzierungsresktionen muld die doppddréngige DNA durch Zugabe von
NaOH in enzddrangige DNA denauriet werden. Unter Vewendung enes Sequenase
Reektionskits [&uft die Sequenzierresktion in den folgenden Einzel schritten ab:
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Annealing-Reaktion: Zu 10 pl der ProbenrDNA weden 2 pl Anneding-Puffer und 2ul der
Primer-Lésung gegeben und 20 Min. ba 37°C inkubiet. Die Primer binden an ihre
komplementére Zid ssquenz.

Extensons-Reaktionen:

a) Labdling-Reaktion:

Zur Anneding-Mixtur werden 3 pl des LabdlingGemisches (dCTP,AGTP und dTTP), 1 ul
[*?P/dATP (= 10 pCi) und 2 pl T7-DNA-Polymerase (= 3 U) gegeben und 5 Min. be RT
inkubiert. Die Polymerase verlangert die angdagerten Primer und baut das radiosktiv markierte
Nukleotid in die neu synthetigerten Ketten ein.

b) Terminations-Reaktion:

In vier Mikrozentrifugen-Rohrchen ‘A, 'C'G' und T' werden jewells 25 pl der entsprechenden
ddNTP-hdtigen Nukleotidmischung pipettiert (zB. 'A% ddATP in Lésung mit dATP,AGTP,ACTP
und dTTP) und 1 Min. auf 37°C vorgewamt. Sodann werden 45 ul der Labdling-Mixtur zu
jeder dear vorgewarmten Sequenziermischungen gegeben und be 37°C inkubiert. Das Enzym
velangat die Ketten water und baut dabe an verschiedenen Stidlen die Abbruchnukleotide an.
Nach 5 Min. werden 5 pl der Stop-Lésung zugegeben. Ein Aliquot wird 2 Min. ba 75-80°C
denduriet und auf en Sequenziergd aufgetragen. Die redliche Probe wird ba -20°C
aufbewahrt.

Polyacrylamidge-Elektrophorese

Zur Auftrennung der bel der Sequenzierungsresktion synthetiserten DNA-Sirdnge wird en 6%
denaturierendes  Polyacrylamidged verwendet. Zu 60 ml der  deil filtrieten  Aarylamid-
Arbatddsung werden 370 pl Ammoniumpersulfat 10% und 37 ul TEMED-Puffer gegeben. Die
Lésung wird zwischen zwel 25 x 42 cm grof¥e abgedichtete Glagplaiten, die durch Abstandshter
auff 4 mm Didanz voneinader gehdten snd, gegossen. Man |83 das Gd 1-2 h polymeriseren.
Die Glagplatten wurden zuvor mit verschiedenen Slikonlosungen (“bind-dlane’, "repdl-slane’)
vorbehanddt, um en gezidtes spéeres Feskleben des Gds auf ener der beiden Platten zu
erechen und en Zardsen des Gds bam Abnehmen ener Pdte zu vemeden. Am oberen
Ende weaden mit Hilfe @nes PVC-Kammes Vetigfungen engebracht, in die die Proben
eingeflllt werden konnen In @nem mit dem Laufpuffer (IXTBE) gefiilliten Elektrophoresegestel

wird mit einer konganten Spannung von 1300 Volt die Gedektrophorese durchgefiihrt. Nach
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Beendigung der Elektrophorese wird die obere Glagplate abgenommen, das Gd 20 Min. in 10%
Essigsure fixiet, mit Letungswasser abgespllt und 3040 Min. bel 80°C  getrocknet.
Anschliellend efolgt die Autoradiographie enes Kodak-XAR-2-FHlms fir 1624 h be
Raumtemperatur.

3.3.13 HBV-DNA-Nachweis durch Southern-blot-Analyse

Ein Zehntd des Amplifikationsgemisches der PCR wurde auf ein 1% Agarosegd aufgetragen,
nech der Elektrophorese mit Ethidiumbromid geférbt und dieim Agarossgd enthdtene DNA mit
Hilfe einer Vakublot- Kammer auf Nitrozellulose gebunden und Uber 2 h bei 80°C eingebacken.
Die Nitrozdlul osefolie wurde in Kungtoff- Folie eingeschwei(}t. Danach erfolgte die Zugabe des
Hyhbridiserungspuffers aus 900 mM Natriumchlorid, 90 mM Trinatriumditrat (pH 7,4), 0,02%
Polyvinylpyrolidon, 0,02% Fcoall, 0,02% bovinem Seruma bumin und 50 pg hitzedenaturierter
Kabsthymus-DNA mit einer Inkubation Uber mindestens 6 h bei 68°C zur Absétigung
unspezifischer Bindungsstellen der Nitrozdlulose: Die Hybridisierung wurde mit einem 32P-
markierten, fUr den amplifizierten Bereich Alld- spezifischen Oligonukleatids durch eine
Inkubation bei 68°C Uber 16 durchgefihrt. Danach wurde die Nitroze lulossfolie 3x je 30
Minuten in einer wassrigen Losung aus 15 mM NaCl, 1,5 mM Trinatriumditrat (pH 7,4) und
0,1% Natriumdodecylsulfat (SDS) bei 65°C gewaschen und nach L ufttrocknen awischen zwel
Vergakefolien auf einen Kodak-XARS-HIm ba -70°C exponiert (Thiers et d. 1988; Scotto et
a. 1983; Manidiset a. 1982).



4  Ergebnisse

4.1 Serologische Ergebnisse

4.1.1 Untersuchungen der Mtter

Im Rahmen unserer Untersuchungen wurde von 109 Mittern am Tag der Geburt ihres Kindes
Venenblut entnommen. Das Serum wurde mittds ELISA auff HBV-assoziiete Antigene und
Antikorper, sowie mittds PCR auf das Vorhandenssan von HBV-DNA untersucht. Der
serologische Status und die Altersverteilung der Mtter sind in Tabelle 1 und 2 wiedergegeben.
Tabdlel

Altersverteilung der untersuchten Mitter und Anteil der HBSAG- Trégerinnen

Alter (@) 11-15 16-20 21-25 26-30 31-35 36-40 41-45

1 36 35 26 8 2 1
09%) (33%) (%) (238%) (7.3%) (L8%) (09%)

HBsAGH 0 8 6 1 0 0 0
(533%) (40,0%) (6,7%)

Die HBsAg Trégerrate betrug 13,7 % und der Antel HBeAg-postiver Schwangerer 09 %. Anti-
HBc (Antikorper gegen HBCAQ) ds Maker der HBV-Durchseuchung wurde be 75 % der
Schwangeren nachgewiesen. Der Antell postiver PCR-Befunde lag innerhdb der untersuchten
Gruppe ba 229 % (Tabdle 2). Eine Aufschiiissdung der podtiven PCR-Befunde bezogen auf
weitere serologische Marker einer HBV-Infektion ist in Tabdle 3 dargestdlt.
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Tabdle?2

Antal der MUtter mit pogtiven Befunden fr die einzdnen HBV-assoziierten Seromarker
(n=109)

HBsAG-positiv 15 (13,7 %)
HBeAg positiv 1(0,9%)
anti- HBc- positiv 82 (75,2 %)
HBV - DNA-positiv 25 (22,9 %)
Tabdle3

Antel HBV-DNA-podgtiver (PCR) Miitter, bezogen auf den serologischen Nachweis von
HBeAg, HBsAg und anti-HBC

HBeAg HBsAg anti-HBC Anzahl davon HBV-DNA-postiv
+ + + 1/109 (0,9%) 1/1 (100%)
; + + 14/109 (12,8%) 5/14 (35,7%)
- - + 67/109 (61,5%) 11/67 (16,4%)
- - - 27/109 (24,7%) 8/27 (29,6%)

HBsAgpostive und zugleich HBeAg-negaive Mitter waren zu 36 % in der PCR pogtiv fir
HBV-DNA, wogegen 16 % der mitterlichen Seren, die nur anti-HBc aufwiesn, glechzatig
positive PCR Reaultatle erbrachten. Es fdlt auf, dal3 auch bei Schwangeren, welche fir dle dre
der bestimmten sarologischen HBV-Maker HBsAg, HBeAg oder anti-HBC negativ waren, in
29,6% der Fadle HBV-DNA mittds PCR im Serum nachgewiesen werden konnte.

Die Korrddion pogtiver HBsAg-Befunde mit dem Alter der Mitter wurde anhand des "Fisher
Exact Tedt" untersucht. Dabe zeigte dch ene Sgnifikante Assozigtion zwischen einem pogtiven
HBsAg Befund und einem miitterlichen Alter von unter 25 Jahren (Sehe Tab.1, Abb. 8).
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Abb.8: Altersverteilung der untersuchten Mutter und Anteil der HBSAg-Tré&gerinnen

4.1.2 Untersuchungen der Kinder

Im Nabeschnurblut der Neugeborenen wurde in 6 von 111 Seren HBV-DNA gefunden (siehe
Tab.4). Zwa der 6 Kinder konnten im Alter von 6 Monaten nachuntersucht werden und waren
dann bede HBV-DNA- und anti-HBc-negativ. Insgesamt wurden 25 der 111 Neugeborenen im
Alter von 6 Monaen nachuntersucht. Bel 4 dieser Kinder war im Serum der Mutter mit der PCR
6 Monate zuvor, zum Zeitpunkt der Geburt, HBV-DNA nachgewiesen worden. Nur ens der 25
nechuntersuchten Kinder war jedoch mit HBV infiZiet worden und serologisch sowohl HBV-
DNA- ds auch HBsAg und HBeAgpostiv. Hierbel handdte es sch um das Kind der einzigen
HBeAgpostiven Mutter, das ads Neugeborenes im Nabeschnurblut noch HBV-DNA-negativ

gewesen wa.
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Tabelle4

Antal HBV-DNA-paodtiver (PCR) Kinder, bezogen auf den serologischen Nachweis von
HBeAg, HBsAg und anti-HBC

HBeAg HBsAg aitirHBc  Anzahl HBV-DNA pos. HBV-DNA pos.
bei Geburt bei Geburt mit sechs Monaten
+ + + 0/111 0111
- + + 0111 0111
+ - + 1/111 (0,9%) 01 1/25 (4%) der
- - + 70/111 (63,1%) 4/70 (6%) nachuntersuchten
- - - 40/111 (36%) 2/40 (5%) Sauglinge

4.2 HBV-Genotypisierung mittels M ultiplex-Polymer ase-K ettenr eaktion

Die 25 mitterlichen und 6 kindlichen Seren, bei denen mit der Polymerase Kettenresktion HBV-
DNA nachgewiesen wurde, wurden von Repp et d. mit ener pezidlen Multiplex Polymerase
Kettenresktion zur Besimmung des HBV-Genotyps getestet (Repp et d. 1993). Dabe wurden
vier Referenzseren eingesetzt. Die HBSAQ Subtypen der Referenzseren waren adw (R1), adw4
(R2), ayw (R3) und adr (R4).

In 71 % (22 von 31) zegten die getedeten Seren im Agarosegdbild das Bandenmudter des
Referenzserums R3, das dem HBsAg-Subtyp ayw und dem HBV-Genotyp D entsoricht. Dies
geht in Einklang mit dem Vorherrschen dieses Subtyps in Kamerun (Couroucé-Pauty et d. 1976
Okamoto et d. 1988). Daneben wurden dreéi andersatige Genotypen beobachtet. Ein
Bandenmuder wie M70 wurde in vier Fdlen (13%) gesshen und e@n B96-dnliches Muger
wurde be drel Serumproben (10%) gefunden. Kind B61 und seine Mutter M61 (6%) zeigten ein
enzigatiges Muder, das Sch von dlen anderen in dr Studie untersuchten Proben unterscheidet
(sehe Abb.9).
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Abb.9: HBV-Genotypisierung mittels M ultiplex-PCR
Ethidiumbromidférbung von PCR-Produkten, die Uber ein 2,5%- Agarosegd aufgetrennt wurden.

1 Langenmarker
2 negatives Kontrollserum
3-6 Rdeaenzren R1-R4:
3 R1® Genotyp A 4. R2® Genotyp F

5 R3® Genotyp D 6:RA® Genotyp C
7-9  onkologische Studienpatienten
10 HbeAg- positive Mutter (M61) aus Kamerun
11 Kind (B61) dieser HbeAg- positiven Mutter
12-14 mitterliche (M70,M94) bzw. kindliche (B96) Seren aus Kamerun

4.3 Sequenzanalyse der Pra-S-Region eineseinzelnen Virusisolats

Da die von ener Mutter und ihrem Kind entnommenen Serumproben M61 und B61 in der HBV-
Genotypiserung  in der multiple<PCR en ba dlen andeen fir HBV-DNA pogtiven
Saumproben  nicht  vorkommendes Mugter  erbrachten, wurde versucht dieses  Virussola
gendlisch genauer zu charakterisern. Dazu wurde die Pré-S-Region des HBV-Genoms aus der
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Saumprobe M61, wie oben beschrieben, mittds PCR amplifiziet und in dem E. coli-
Plasmidvektor pUC19 kloniet. Die Pr&S-Region wurde zur gendischen Charakteriserung
auggewdhlt, da in diessm Abschnitt des HBV-Genoms die Vaiadlitd zwischen den enzdnen
Genotypen am groflden id. Jewells dre Klone von zwe getrennten PCR-Ansdizen wurden
sequenziert.  Abbildung 10 zeigt die Nukledtidsequenz und den Vergleich mit der dazu
ahnlichsen HBV-Sequenz der US-Genbank, welche dem Genotyp E entspricht (Tekahashi e dl.
2000). Die erhdtene Sequenz wies eine 98,7 prozentige Homologie zu der von Takahashi e d.
(2000) publizierten HBV-Genomsequenz auf. Mit Hilfe des Computerprogramms "PCGeneg' (Fa
Oxford Molecular, Oxford, England) wurde die erhdtene Pr& S-Sequenz der Probe M61 mit der
homologen Genomregion anderer  HBV-Genotypen verglichen.  Abbildung 11 zeigt das
entsprechende Dendrogramm.
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Pol ynmer ase: 290

Kamer un- 61: 420

HBV/ E- Ch195: 1
Pras/ s ORF: 123
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HBV/ E- Ch195: 61
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Abb.10: Nuklectidsequenz der Pr&-S-Region eineseinzelnen Virussolats

Die von der Serumprobe M61 erhdtene Pr&S-Sequenz (Kamerun-61) wurde mit dlen auf der
US-Genbank verflgbaren HBV-Sequenzen verglichen. Die dazu dnlichse Sequenz dammte
von eénem HBV-Isola enes nadrlich infizieten Chimpansen (HBV/E-Ch-1995) und entsprach
dem Genotyp E. Se war erst im Jahr 2000 publiziet worden. In beiden Sequenzen identische
Nukleotide snd durch enen Strich verbunden. Unterhalb der beiden Sequenzen snd die von dem
Isola HBV/E-Ch195 kodieten Aminosduren im internationdlen Einbuchsabencode dargesdlt.
PraS'S-ORF bezeichnet den PraS'S Lessrahmen; Polymerase den Leserahmen, der fir die virde
Nukleinsturepolymerase kodiert.



Dendrogram of the aligwment.

Abb.11
Der letzte Buchgtabe in der Beze chnung entspricht dem HBV - Genotyp.

KAM®61: HBV -1s0lat aus Kamerun, Serum Mutter bzw. Kind M61/B61

HBV22E: Norder,H. et d., Virology 198489503 (1994)
HBV15D: Galibert,F. et d., Nature 281, 646-650 (1979)

HBV16D: Bichko,V. et d., FEBS Lett. 185, 208-212 (1985)

KAre1

HBUZZE

HBV15D

HBV16D

HBU1A

HBUSA

HEBVZA

HBV9C

HBV18C

HBV12C

HBVOKAB

HBVZ1F

HBV1A: VdenzudaP. et d., in: Fiddset d. (eds) Animd Virus Gengtics 57-70;

Academic Press (1980)

HBV5A: Koechd H.G., Schuder,A., Lottmann,S,, Thomssen,R., unpublished

HBV2A: Ono,Y. et d., Nucleic Acids Res. 11, 1747-1757(1983)
HBV9C: Ono,Y. et d., Nucleic Acids Res. 11, 1747-1757 (1983)
HBV18C: Okamoto,H. et d., JGen.Viral. 67, 2305-2314 (1986)
HBV12C: FujiyamaA. et d., Nudec Acids Res. 11, 4601-4610 (1983)
HBVOKAB: OkamotoH. et d., JGen.Virol. 69, 2575-2583 (1988)
HBV21F: NaumannH., et d., JGen.Virol. 74, 1627-1632 (1993)
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5 Diskussion

5.1 Serologische Befunde bel der chronischen HBV-Infektion

Be dea chronischen Infektion mit dem Hepditis-B-Virus 183 dch in dar Regd im Blut der
Virudréger dauerhaft das virde Obefléchenprotein (HBSAg) nachweisen. Be  viden dieser
chronischen HBsAgQ-Trager kann man hohe Titer von infekticGsem HBV im Blut finden, be
anderen snd sar geringe oder Uberhaupt keine Titer nechweisbar. Die Unterscheidung dieser
beiden Gruppen von HBsAgTrégen ha  klinische und epidemiologische Bedeutung, da
virdmische Tréger eine schlechte Prognose haben und zudem ene bedeutende Infektionsquele
dargdlen.

Das lédiche HBeAg ig en indirekter Marker der persgierenden HBV-Sekretion. (Zyzik e 4.
1986; Gerlich et d. 1991; Gelich et d. 1987; Heijtink et d. 1984; Liaw et d. 1991; La « 4.
1994). Hochvirdmische HBsAg-Tréger haben in der Regd hohe HBeAg-Titer von Uber 1:1000
im ELISA (Zyzik e d. 1986). Ba asymptomatischen HBSAQ-Tragern mit negaivem HBeAg
Befund ig @ne niedrige oder fehlende Viramie wahrschanlich (Gerlich & d. 1987). Ba dane
akuten oder chronischen Hepatitis B kann jedoch auch bei HBeAg-negdiven HBV-Tragern mit
Saokonverson zu anti-HBe dne deutliche Virdmie vorliegen, die dann meigs von HBeAg
negaiven HBV-Vaianten ausgeht. Bel diesen Pdienten kann im HBV-Genom en Stopkodon im
PraC-Bereich vorliegen, das die Synthese des l6dichen Antigens unmdglich macht (Carmen & 4
1993, Ishikawaet a. 1998).

Ein zwealdssgerer Maker fir das Ausmal der Virdmie ba HBV-Trégen ig das virde Genom
sHhd. Untersuchungen zum HBV-DNA-Nachweis zeigen, dd3 des HBV in @nem hoheren
Prozentsstz da Fdle ds urgortinglich angenommen in Leberzdlen HBSAQ-postiver Patienten
sbg nach Serokonverson von HBeAg zu anti-HBe repliziert. Dies deutet darauf hin, dal3 die
Serokonversion von HBeAg zu anti-HBe mehr eine quantitative Anderung des Replikationdeves
ig ds ene quditative Anderung oder eine absolute Klérung von replizierendem HBV (Zyzik et
a. 1986; Kaneko et d. 1990; Heijtink et d. 1984; Cacciolaet d. 2000).

Bei hochviramischen Personen findet man Virugpartikdzahlen von 10%-10%/ml Serum (Shikaa e
d. 1977, Gelich e d. 1987). Die dot-blot-Hybridiserung ds gangiges Vefaren des HBV-
DNA-Nachweises hat d@ne untere Nachwesgrenze von ewa 0,3 pg/ml, was etwa dremd 10°
Virugpatikdrn/ml entspricht (Zyzik et d. 1986, Gerlich @ d. 1994). Ein negaiver Befund
schlidd somit ene betr&chtliche Virdmie aus. Mit der Polymerase-Kettenregktion (PCR) kann die
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Nachweisgrenze um 5 log verbessert werden, d.h. es kdnnen bereits 1 - 10 Virusgenome/ml
Saum nachgewiesen werden. Aufgrund ihrer hohen Empfindlichket konnte mit der PCR in
gnigen Fdlen sogar ba ansongen fir dle HBV-Maker negativen Personen im Serum HBV-
DNA nachgewiesen werden (Thiers et d. 1988; Brechot et a 1985; Scotto et d. 1983; Wang et d
1991). Es gdlt sch die Frage, inwiewelt diese Personen ds infektiGs einzugtufen sind, da neben
dem Ausma? der Virdmie die Wahrschanlichkeit der Fresstzung und Inokulation infizierter
Korperflissigkeiten in der jeweligen Studion ene entscheidende Rolle spidt. Hier i Scher das
Risko der vetikden Virusibertragung bel der Geburt eines Kindes anders zu beurtellen ds das
Infektiongrisko in Alltagsstuationen, wie zB. in Kindergarten oder Schule (Fry, 2000; Regan &
a. 2000; Ballard et a. 1999).

511 HBV-Marker im Serum der M Utter

Die mittds ELISA erhobenen Hepatitis B as0ziieten srologischen Befunde ergaben folgendes
Bild: Anti-HBc ds Marker durchgemachten HBV -Infektion lies sch bei 82 der 109 untersuchten
Schwangeren nachweisen, entsprechend ener Rate von 752%. HBSAQ-Postivitdt ds Marker
ener persdierenden oder akuten HBV-Infektion fand sch ba 15 Personen entsprechend 13,7%.
Da be keiner untersuchten Schwangeren klinische Zeichen einer akuten Hepditis vorlagen, sollte
diesr Wert etwa der HBsAg-Tragerate innerhdb der untersuchten Gruppe entsprechen. Dieser
Wert 18d% sch mit Studien anderer Autoren und den Daten der Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) der USA vereinbaren, wo fir das zentrde und sidliche Afrika eine HBSAg
Pravdenz der Bevdlkerung von Uber 8% angegeben wird (Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) 1998; Marinier et d 1985, Roingeard et d 1993, Niu e d 1992). Daba ig
besonders zu erwdhnen, dald auler einer Schwangeren dle HBSAQ postiven Frauen jlnger waren
ds 25 Jahre. Anhand der Altersvertellung [&% sch fir die Altersgruppe von 15 - 25 Jdhre ene
Konversongate von HBsAQ pogdtiv zu HBSAgQ negativ entsprechend etwa 1 %/Jahr doschéizen
(sehe Tab.l, Abb.8). Danach sthant es mit zunehmendem Alter zu enem sghr deutlichen
Rickgang der HBsAg Trégarae zu kommen, die sch jedoch wegen der geringen Zahl von nur
noch ener pogdtiven Schwangeren bel den Uber 25-j&hrigen nicht verl&dich berechnen 1d3. Diese
Daten gehen im Widerspruch zu ener Untersuchung bel Schwangeren in Smbabwe, ba der eine
Korrdation der HBsSAg Tragerae zum Alter nicht nechgewiesen werden konnte (Madzime et d.
1999). Andere Sudien in HBV-Endemiegebigten zeigen jedoch enen &hnlichen Abfal der
HBsAg Trégerrate mit zunehmendem Alter (Chang et d 1989, Hsu et d 1986, Prince 1990).
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Auffdlig i¢ watehin de sdr niedige Rate von HBeAg-podtiven unter den HBSAQ-
Tragerinnen (1 von 15). Diesr Befund geit im Einklang zu mehraren  serologisch
epidemiologischen  Untersuchungen, die fir das zentrde Afrika ene im Vergech zu anderen
Endemiegebieten, wie zB. Sidogtasen, deutliche niedrigere Rate an HBeAg-Postivitét  unter
den HBsAg Tragen beegen. Als Ursache wird mes der in Afrika in der Regd péere
Infektionszaitpunkt  im  frihben Sauglingss und  Klenkindesalter  vermutet, im  Gegensatz zur
deutlich htheren Rate konnatder Infektionen in Sldostasen (Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 1998; Kiire, 1996; Gust, 1996; Lansang, 1996; Chang, 1996; Chen, 1996).
Die geringere Infektiosté und die niedrigere HBeAg-Préavdenz dfrikanischer HBSAgQ-Trager-
Mditter konnte aber auch auf geographischen oder genetischen Unterschieden der Virus-Zdl-
Interaktion berunen (Val Mayans e d. 1990; McCathy et d. 1989; Grathwohl et d. 1991;
Ozsoylu, 1993; Hyams e d 1989, Prince 1990, Kiire, 1996). Insgesamt Stehen die bel den
Schwangeren mittds ELISA erhoben HBV-asoziierten serologischen Befunde im Einklang mit
mehreren Untersuchungen anderer Autoren zur HBV-Prévdenz in Zentrdafrika (Kew, 1992
Krause, 1992; Dazza et d. 1993; Tabor et d. 1993; Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), 1998).

512 HBV-Marker im Serum der Neugeborenen

Von den untersuchten Neugeborenen waren 71 pogtiv fir anttHBcC. Nur enes davon war
glechzatig pogtiv fir HBeAg, das Neugeborene der HBeAg podtiven Mutter. Alle anderen
Neugeborenen waren austhligldich pogtiv fir anti-HBc und sowohl fir HBeAg ds auch fir
HBsAg negativ. Alle Mitter der anti-HBc postiven Neugeborenen waren fir anti-HBcC postiv,
S0 dald hier ba den Neugeborenen von intrauterin Ubertragenen AntikOrpern ausgegangen werden
kann. Auch der podtive HBeAg-Befund bel @nem Neugeborenen soricht fir ene intrauterine
Ubertragung dieses Antigens und nicht fir eine intrauterine Infektion, da kein HBSAg im Serum
des Kindes nachgewiesen werden konnte. Der negative Befund fir HBV-DNA in der PCR pald
zu diesr Vorgdlung. Hinweise fir ene intrauterine Infektion ergaben sch aufgrund der ELISA-
Befunde be keinem Neugeborenen, da dle fir HBSAg negativ waren, ein virdes Antigen, des
nicht passv intrauterin Ubertragen wird.



Dea fehlende Nachwes von intrauterinen HBV-Infektion mittds ELISA deht im Einklang zu
Baichten anderer Autoren, nach denen dne prandde Ubertragung des Virus auch be
hochvirémischen Mttern sehr sdten it (Masumoto et d. 1997; Michidsen et d. 1999).

5.2 Eignung der PolymeraseK ettenreaktion zur Beurteillung des Riskosener
perinatalenHBV-Ubertragung

Der Nachweis von HBV-DNA im Saum gt ds veldlichsder Maker zur Beurtellung der
Infektiogtét, da e direkt die Zahl der infektisen Viruspartikd widerspiegdt. Im Gegensaz
hierzu ig das haufig be diessr Frage bedimmte HBeAg nur en indirekter Maker mit ener
Korrelation von etwa 0,9 zur eéner ausgepragten Viramie (> 10 Virusgenome / ml Serum) (Zyzik
et d. 1986; Gerlich et d. 1987; Gerken et d. 1992). Insbesondere beim Vorliegen sogenannter
Pr& Core-Mutanten, die durch ene Mutation im Pr&C-Abschnitt des Pr& C/C-Leserahmens keine
HBeAg kodieren, kdnnen hohe Konzentrationen infektoser Partikd auch be negativen HBeAg
Befund im Serum vorliegen (Okamoto et a. 1994).

Die Gefdr der Virudibertragung von enem HBV-Tréger auf enen anderen Menschen hangt
neben dem Ausmdd da  Virdmie bam HBV-Tragger gawz entschedend von  dem
Stuationsspezifischen Risko zur Freisstzung und Inokulation infektoser Korperflissgketen ab.
Im taglichen Umgang ha dch gezdgt, da3 von HBV-Trégen, die eine Viruskonzentration von
unter 10° infektésen Partikdn/ml Serum aufweisen, nur en geringes Infektionsrisiko fir ihre
Umgebung ausgelt. Ganz andars ddlen dch Studionen dar, in denen sghr grof?e Mengen
infizieter  Korpeflissigkeiten parenterd  Ubertragen werden kénnen, wie  zB. be
Bluttrandfusonen. Hierba kann auch von Virudragern mit sshr gering ausgeprégter Viramie ene
Infektionen ausgehen (Gerlich et d. 1994).

Bd der Frage inwiewet dar HBV-DNA Nachwes mittds Polymerase Kettenresktion bei
Schwangeren dazu gedgnet i, das Risko fir ene peinatde Infektion des Neugeborenen zu
ermitteln, missen mehrere Faktoren berlickschtigt werden. Zunéchgt i zu beurtellen, ob die
Polymerase-Kettenregktion hindchtlich ihrer Sengtivitdt und Spezifitét Uberhaupt dafir gesignet
ig, HBV-Genome im Saum von Schwangaren verlddich nachzuwesen. Die Sendtivité der
Methode wurde an saridlen Verdinnungsreihen emmiittelt und lag bei 10° Genomenml. Aufgrund
der sghr hohen Sengdtivitéd ig die Gefar fasch postiver Resultate be der PCR grundsitzlich
sehr hoch. Dies liegt in der Regd nicht an der Technik sgbst - s0 weisen die engesetzten
Oligonukleatidprimer aufgrund ihrer Lange eine hohe Spezifitét fir die Zidssquenz auf - sondern

an den Ablaufen der gesamten Probenbearbetung im Labor. Die Moglichket fadsch pogtiver
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Resultate ig bal unseren Untersuchungen auch deshdb besonders zu prifen, da die Raie HBV-
DNA-postiver Miter innerhab des untersuchten Kollektivs mit 23 % Uberraschend hoch liegt.
Daba mul3 die Vidzahl podtiver HBV-DNA-Befunde be Fehlen weterer serologischer Marker
wie HBeAg, HBsAg oder ant-HBcC hervorgehoben werden, obwohl beraits aus Asen &hnliche
Befunde vorliegen, die in HBV-Endemiegebigten gerade ba HBSAg-negdiven Pdienten mit der
PCR haufiger HBV-DNA nechweisen konnten ds bel HBSAg Tragern (Pereira et d. 1994; Luo
et d. 1992). Die Reaultate innerhdb der Gruppe von Sauglingen, die im Alter von sechs Monaten
nachuntersucht wurden zeigen, da3 hier kene faschpodtiven Ergebnisse vorliegen, da der
énzige in dar PCR pogdtive HBV-DNA-Befund durch den glechzatigen Nachwels von HBSAQ
und HBeAg bedtéigt wird. Hieraus kann man folgern, dal3 be der technischen Durchfiihrung der
PCR im Labor keine Kontaminationen auftraten.

Leider konnte nur ene geringe Anzehl der Kinder im Alter von sschs Monaten nachuntersucht
werden, da nur wenige Eltern den be der Entbindung mitgetelten Termin zur Nachuntersuchung
wahrgenommen haben und diese auch nicht zuhause aufgesucht werden konnten, da de z.T. von
weit her waren und auch keine Stralennamen exisieren. So dnd die Resultate der
Neugeborenen-Untersuchungen weniger eindeutig, da in dieser Gruppe kener der 6 podtiven
HBV-DNA-Befunde im Nabdschnurblut durch die Nachuntersuchungen im Alter von 6 Monaen
bestétigt werden konnte. Zwe dieser Kinder waren bel der Nachuntersuchung negativ, 4 wurden
nicht nachuntersucht. Falsch-postive Resultate, mdglicheweise durch Kontaminationen bel der
Blutentnehme im Kreilisad bedingt, snd deshdb nicht vadllig auszuschliel3en. Gegen eine hohe
Rate fdsch postiver PCRBefunde sprechen jedoch auch die Daten der HBV-Genotypiserung
mittds multiplex-nested-PCR (Repp e d. 1993), die reproduzierbare und der Vertellung der
HBV-Genotypen in der Region entsprechende Bandenmuster aufzeigen (Okamoto et d. 1988,
Norder et . 1992; Norder et a. 1993; Norder et a. 1994; Magniuset a. 1995).

Inggesamt  18% dch die Eignung der Polymerase Kettenregktion ds  Screeningverfahren  bel
Schwangeren zur Erfassung des Rigkos fir ene peindde Virudibertragung auf das
Neugeborene mit unserer Studie nicht definitiv beentworten. Dies liegt vor dlem an der geringen
Nachuntersuchungsrate der Sauglinge im Alter von 6 Monaen. Unsere Untersuchungen zeigen,
dal3 Untersuchungen mit der PCR auch in Laden mit schlechter medizinischer  Infragtruktur
grundsdizlich durchfihrbar snd, die hohen Kosen der Probenandyse lassen jedoch ein damit
durchgefiihrtes Screening auf HBV-DNA gearade in Landern mit hoher Durchseuchung nicht
annval erstheinen. Der dchede Weg zur Elimingtion des Virus bestet in der Impfung dler
Neugeborenen sofort nach Geburt (Shapiro et d. 1990; Gudt, 1991; Hoofnagle, 1989; Mitauda et

a. 1989; 1991; Forsyth et d. 1995; Milne et d. 1995; Mclntyre, 1995; Theppisa et d. 1990). Die
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WHO nahm deshdb die Hepditis-B-Impfung in das "Expanded Program on Immunization” auf
und empfienlt die Einfihrung der generdlen Impfung dler Neugeborenen in die ndionden
Impfprogramme (EPI 1992; Ghendon, 1990). Die Impfung ig dort auch in Kombinaion mit
anderen Impfungen wie zB. Masan (in Kameun im Alter von 4 Wochen) oder DPT
durchfiihrbar (Schoub 1991). In Kamerun wird derzet in Impfsudien die Effizienz verschiedener
Impfschemata. geprift. Die in den Indudriddndern be Neugeborenen HBeAg-postiver Miitter
empfohlene Smultanimpfung be der erden Doss i zum Schutz vor einer perinaaen Infektion
nicht unbedingt erforderlich. Die geinge Veschlechterung des Impferfolges ist in Anbetracht der
hohen Kostenersparnis vertretbar (Ghendon, 1990; Whedley et d 1991, Schodd, 1994).

Niedrige HBV-DNA-Titer, die nur mit der Polymerase-Kettenresktion nachzuweisen snd,
konnen bei der Ubertragung groRer Mengen von Blut, wie zB. durch Trandfusonen, en
betréchtliches Infektionsrisko dargdlen (Wang e d. 1991, Kaneko & d. 1990; Kaneko e 4.
1990; Jackson, 1991; Baker et d. 1991). Weitere Anwendungsbereiche der PCR liegen in der
Diagnostik unklarer serologischer Kongdlationen, Cer Verlaufskontrolle bel
Lebertrangplantationen und in der Verlaufdbeobachtung antivirder Thergpien (Caman e d
1993; Caman e 4d. 1990; Geken e d. 1991). Eine wetere Indikation gdlt die
Velaufauntersuchung be Personen mit “isdlierter  anti-HBc-Kongdlaion® dar. Hier ig in 25
30% der Fédle HBV-DNA niedrigtitrig und somit nur mit der PCR nachweisbar (Marinos et d.
1994). Be der Interpretation der PCR-Resultate sollte man immer das Gesamtbild der klinischen,
biochemischen und serologischen Befunde berticksichtigen.

6 Zusammenfassung

In Kamerun, e@nem HBV-Endemiegebiet Zentrdafrikas, wurden 109 Mitter und ihre
Neugeborenen mittds ELISA (anti-HBc, HBsAg, HBeAg) und PCR (HBV-DNA) auf Marker
ener HBV-Infektion untersucht. Obwohl ewa 2/3 der Mtter eine HBV-Infektion durchgemacht
haten und die HBsAg-Trégarate ba 13,7% lag, konnte nur ene enzige perinade Infektion
nachgewiesen werden und zwar ba der @nzigen Mutter mit podtivem HBeAg-Befund. Auch die
SAuglingmachuntersuchungen im Alter von 6 Monden zdgen, wie mehrere Berichte anderer
Autoren, dal3 es in der untersuchten Region nur sdten zu ener perinatden Infektion kommt
(Ndumbe et d. 1989). Hiernach scheinen niedrige HBV-DNA-Titer im Serum der Mutter, die mit
Hilfe der PCR jedoch noch efdd werden konnen, nur mit enem sehr geringen Risko fir ene
perinaide Infektion des Neugeborenen enherzugenen. Ein PCR Screening auf HBV-DNA ig
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omit, ganz abgesshen von den hohen Kogen des Vefarens fir afrikanische Endemiegebiete
nicht gesignet, um Miitter mit hohem Risko fir die Ubertragung des Hepditis B-Virus ba der
Geburt enes Kindes zu identifizieren. Aus diesen Grinden ig die PCR auch in Regionen mit
niedriger  HBV-Durchsauchung kein  gedignetes Screeningverfaren beziiglich des Riskos ener
perinataen Virusibertragung.

Die HBV- Subtypiserung mittels multiplex- PCR bzw. DNA-Seguenzierung zeigte in 71% der

Fale den HBV-Genotyp D, was mit dem Vorherrschen dieses Genotyps in dieser Gegend
Ubereingimmt (Okamoto et d. 1988). In 6% der Félle wurde der Genotyp E nachgewiesen.

Zudem konnten in 13% bzw. 10% der untersuchten Personen zwel neue Mudter in der Multiplex-

PCR nachgewiesen werden, die keine Ahnlichkeit mit den bisher bekannten Subtypen aufweisen.
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8 Material

Chemische Reagenzien

Aceton

Aaylamid

Agarose
Ammoniumpersulfa
Aqua dediillata
Bisaorylamid
Borsaure
Bromphenolblau
Dimethylchlorslan
Dithiothreitol
EDTA

Essgsiure

Ethanol
Ethidiumbromid
Formamid

Gammea: Metacryloxypropyltrimethoxyslan
Glyzerin

Harngoff

IPTG

| sopropanol

Kdiumacetat
Magnesumchlorid
Methanol

MOPS

Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
DS-Dodecylsulfa-Na Az
TEMED

Tnis

Xylencyanol FF

M olekular biologische Reagenzien

Bacto Y east Extract
Bacto-Tryptone
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
Tag DNA Polymerase

T4 DNA Ligese

ReagenzienKits

Sequenase Verson 2.0 Sequencing Kit
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Merck, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

LKB, Bromma, Schweden
Braun, Mesungen

LKB, Bromma, Schweden
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Pharmacia LK B, Freiburg
Boehringer, Mannhem
Sgma, Dasenhofen
Merck, Darmstadt
Riedd-de-Haen, Sedze
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadit

Sgma, Deisenhofen
Merck, Darmstadit
Bethesda Research Lab., Gaithersburgh,
USA

Boghringer Mannham
Riedd-de-Haen, Sedze
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Riedd-de-Haen, Sedze
Sgma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Helddberg

BRL, Gaithersburgk, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Difco, Detroit
Difco, Detroit
Boghringer Mannham
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannhem
Boehringer Mannhem

USB, Bad Homburg



IsogeneKit WAK -Chemie Medicd GmbH, Bad
Homburg

Quiagen Kit Diagen, Dussdl dorf

GeneAmp Kit Perkin Elmer, Uberlingen

Gerdte

Tischzentrifuge Centrifuge 5415 Eppendorf, Hamburg

Heraeus Sepatech Biofuge A Heraeus, Hanau

Hettich Rotanta IP
Beckmann Ultrazentrifuge SW 60Ti Rotor

Hettich, Tuttlingen
Beckmann, M Unchen

Hezblock Thermo-Dux Thermo-Dux, Wertham
Bakterienschiittler Certomat U+H Braun Biotech Intern.
Padtikrohrchen Greiner, Solingen
Kunggtoff- Einma pipetten Tecnomara, Fernwad
Pipetten Abimed, Langenfeld
Fipettengpitzen Abimed, Langenfdd

Film XARS (K odak)

M edien und Nahrbdden

Tecnomara, Fernwad

L-Broth

Bacto Tryptone 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 59

Ad 1000 ml HO dest. Steril

Die Lésung wurde autoklaviert und bel 4°C aufbewahrt. Fir Agarplatten wurde zu 11
Hussgmedium 10 g Agar zugegeben, die Lsung nach dem Autoklavieren auf 55°C abgekuihnlt
und dann Platten gegossen. Fur Ampicillin-haltige Agarplatten wurden pro 100 ml 100l
Ampidllin (50 mg/ml) zugesatzt. Die Platten wurden nach der Polymerisation bel RT gelagert.

2YT-Medium

Bacto Tryptone 16,09
Hefeextrakt 10,09
NaCl 509

Ad 1000 ml H,O dest. Steil
Fr die Herstdlung von Agarplatten wurden der Losung 15 g Agar zugegeben.

X-Gal -haltige Agar platten
X-Gd: 5-Bromo-4-chloro- 3-indalyl- 3-D-gdactosd wurde in Dimethylformamid in ener
Konzentration von 24 mg/ml geést und bel —20°C aufbewahrt.
IPTG wurde in H,O degt. in einer Konzentration von 20 mg/ml gel 6t und el filtriert.
Fir 150 ml Patenmedium:  + 150 ml Ampidillin (100 pg/ml)

+ 300 pl X-G4d (24 mg/ml)

+ 200 I IPTG (20 mg/ml)
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Antibiotika

Armpidllin
Chloramphenical

Puffer

S0fach TAE-Puffer

10fach TBE-Puffer pH 8,3

10fach TBE-Puffer pH 89

TE-Puffer pH 7,6

20% SDS

05M EDTA

PBS

Sgma, Dasenhofen
Aldrich-Chemie, Seinham

242,09 Tris

57,1 ml EisesSg

100,0ml 0,5M EDTA, pH 8,0
ad 1000 ml HO dest.

108,09 Tris-HCl

9,3 g Na-EDTA-2H20
55,0 g Borsdure

ad 1000 ml H,O dest.

162,09 TrisHCl

9,5 g Na-EDTA-2H,0
27,50 g Borsaure

ad 1000 ml HO dest.

1,21 g Tris

20ml 0,5M EDTA pH 8,0
pH- Eingdlung mit HCl

ad 1000 ml HO dest.

200 g SDSin 900 ml HO dest. Losen
pH-Wert- Eingdlung mit HCl auf 7,2
ad 1000 ml H,O dest.

186,1 g EDTA in 800 ml HO l6sen
pH-Wert- Eingdlung mit NaOH auf 8,0
ad 1000 ml HO dest.

8,0 g NaCl

0,2gKCl

1,44 g NapHPO4

in 800 ml H,O dest |6sen
phWert-Eingdlung mit NaOH auf 7,4
ad 1000 ml HO dest.



10x Ligese Puffer 500 mM Tris-Cl (pH 7,6)
100 mM MgClz
500 ug BSA
100 mM Dithiothreitol
Der Ligasgpuffer mui3 10 mM ATP enthdlten

5x Probenpuffer fir Agarosegele
0,0625 g Bromphenaolblau Endkonzentration 0,25%
28,70 ml Glyzeral 87% Endkonzentration 10,096
0,259 SDS Endkonzentration 1,0%
50ml 05M EDTA Endkonzentration 0,1%
(pH 8,0)
16,3 ml H2O dest. Seil
Gesamtvolumen 50 ml

DNA-L angenstandardsfir Agarosegele (Boehringer Mannheim)

Marker |

LamdaDNA *EcoR 1

Fragmentgrol3e: 21226 bp
7421 bp
5804 bp
5643 bp
4878 bp
3530 bp

Marker 111

LambaDNA *Hin D I11 *EcoRl

Fragmentgrole 21226 bp
5148 bp
4973 bp
4268 bp
3530 bp
2027 bp
1904 bp
1584 bp
1375 bp
947 bp
831 bp
564 bp
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Marker VI

PBR 328 DNA *Bg 1 + pBR

328 DNA * Hinf |

Fragmentgrol3e: 2176 bp
1760 bp
1230 bp
1033 bp
653 bp
517 bp
453 bp
394 bp
298 bp
234 bp
220 bp
154 bp

Plagmide

pUC 19 (Boehringer Mannheim)

Fur Klonierungen wurde das Plasmid pUC 19 verwendet. Es handdt Schum ein

doppd strangiges zirkulares, 2686 Basenpaare umfassendes DNA-Molekil, das mit
Chloramphenicol amplifiziert werden kann und eine Resstenz gegen Ampicillin Ubertrégt. Be
Anwesenheit von X-Gd in den Kulturplatten zeigt es eine blaue Frabresktion aufgrund der lac Z
dpha- Komplementierung. Innerhab der lac Z-Kodierungsregionliegt der 54 Basenpaare lange
Oligonuklectidpolylinker von M13mp19. Die Polylinkersequenz enthédt
Redtriktionsschnittstelen fr 13 verschiedene Redriktionenzyme.

Bakteriensgdmme

Folgende E.coli- St&mme wurden verwendet:

HB 101 (BOYER und ROULLAND-DUSSOIX, 1969)
JM 101 (MANIATIS et d., 1983)
M 83 (VIEIRA und MESSING, 1982)

Restriktionsenzyme (Boehringer, Mannheim)
Folgende Redtriktionsenzyme wurden verwendet und nach den Empfehlungen der Hergdlerfirma

engesetzt:
BamH |, Bd I, EcoR | und HinD I11.
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9 Ligeder verwerdeten Abkirzungen

A

Abb.
ATP
BamHI
bp

C

°C

ca
CTP
dATP
dCTP
ddNTP
dGTP
DNA
DNAse
E. cali
EcoRl
EDTA
G

g
GIP

h

HBV
HinDIII
IPTG

pUC 19
RNA
RNAse
DS

TAE

Tagr DNA
Polymerase
TBE

TEMED
Tris

uv

Adenin
Abbildung
Adenogn-5-Triphogphat
Redtriktionsendonuklease aus Badillus amylofaciens
Basenpaare
Cytosin
Grad Cddus
arca
Cytidin-5'-Triphosphet
2'-Desoxyadenosin-5'-Triphosphat
2-Desoxycytosin-5'- Triphosphat
2',3'-Didesoxynukleosd-5'- Triphogphet
2'-Desoxyguanosin-5'-Triphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Escherichia coli
Restriktionsendonuklesse aus Escherichia coli
Ethylendiaminotetraessgsaure
Guanin
Gramm
Guanogn-5'-Triphogphat
Stunde
Hepatitis-B-Virus
Redtriktionsendonuklesse aus Haemaophilus influenzae
|sopropyl -b-D-gd actopyranosd
Mal
Milligramm
Milliliter
Millimad
Millimeter
Mikro
Open reading frame
Plaamidbeza chnung
Ribonukleinsture
Ribonuklease
Natriumdodecylulfat

n

Tris-Acetat-EDTA- Puffer
DNA - Polymerase aus Thermus aguaticus

Tris-Borat-EDTA-Puffer
Teramethylethylendiamin
Trisaminomethan

'U' (Einhat der Enzymaktivitét)
Ultraviolett

Volt
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