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1.1 Die Hepatitis A

Die Hepatitis A ist eine durch das Hepatitis A Virus (HAV) verursachte
Infektionskrankheit. Hauptsymptom ist eine akute Entziindung des

Leberparenchyms.

Die Symptomatik der Hepatitis lasst sich in vier Stadien einteilen. Die
Inkubationsphase, das Prodromalstadium, die ikterische Phase und die
Erholungsphase. Die Inkubationszeit betragt zwischen 10 und 50 Tagen [72]. In
der Zeit zwischen Ansteckung und Krankheitsausbruch findet eine aktive
Virusreplikation statt, wahrend die Patienten noch asymptomatisch sind. Das
Prodromalstadium dauert zwischen 2 und 7 Tagen. Die Symptome sind
unspezifisch. Es bestehen grippale Symptome wie subfebrile Temperaturen und
Abgeschlagenheit. AuBerdem kommt es zu gastrointestinalen Beschwerden,
Ubelkeit, Appetitlosigkeit und zu rechtsseitigem Oberbauchschmerz, der durch
eine LebervergréBerung verursacht wird. In der dritten Phase kommt es beim
ikterischen Verlauf zur Dunkelfarbung des Urins, zur Entfarbung des Stuhls,
zum lkterus der Skleren und der Haut und zu Juckreiz. Dieses Stadium der
hepatischen Organmanifestation dauert zwischen 4 und 8 Wochen.

Die Infektion verlauft selbst-limitierend [87]. Chronische Verldufe wurden nicht
beschrieben [56, 87]. Die Infektion mit Hepatitis A Virus fihrt weder zu einer
Leberzirrhose noch zur Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms [2].

In Einzelféllen wurden rezidivierende Félle beschrieben [39, 50, 91]. Dabei
kommt es 4 bis 15 Wochen nach Abklingen der Symptome erneut zu
Beschwerden und zum Anstieg des IgM-Titers.

Die Leberenzyme kénnen bis 12 Monate nach Ausbruch der Krankheit erhéht
bleiben.

Die cholestatische Verlaufsform, bei der es zu Bilirubinerhéhung, Erhéhung der
yGT und der AP, Fieber, Durchfall und Gewichtsverlust kommt, tritt selten auf
und hat eine gute Prognose.
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Eine seltene Komplikation ist die fulminante Hepatitis. Sie tritt in ca. 0,2% der
Falle auf. Gekennzeichnet ist sie durch die Trias aus lkterus,
Gerinnungsstérung und Bewusstseinsstérung [12, 92]. Das Risiko eines akuten
Leberversagens ist bei jungen Kindern und alteren Erwachsenen mit
chronischen Lebererkrankungen am hoéchsten [63, 68]. Anstelle von
Einzellzellnekrosen wie bei der unkomplizierten Hepatitis kommt es zu

multilobularen Nekrosen und nachfolgend zur Schrumpfung der Leber.

Bei Kindern ist der Krankheitsverlauf milder als bei Erwachsenen. Oft treten gar
keine Symptome auf [87]. Krankenhausaufenthalte und Todesfalle sind
altersabhangig. Wahrend die Gesamtrate von Todesféllen durch eine Hepatitis
A auf ca. 0,15% geschéatzt wird, kann sie bei Uber 40-jahrigen bis zu 2% und
mehr betragen. Bei Erwachsenen verlaufen mehr als 80% der Infektionen
klinisch manifest [87]. Dies wird zusammenfassend in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1 Erwarteter Verlauf einer Hepatitis A Infektion
Kinder <5J Erwachsene

Inapparente Infektion 80-95% 10-25%
Ikterischer Verlauf 5-20% 75-90%
Vollstdndige Genesung 99+% 98+%
Chronischer Verlauf - -
Sterberate: < 15 Jahre 0,1%

15-39 Jahre 0,3%

>39 Jahre 2,1%

Seroepidemiologische Untersuchungen zeigen, dass das Hepatitis A Virus
weltweit verbreitet ist. Die Antikdrperpravalenz erreicht in Landern mit einem
niedrigen Hygienestandard nahezu 100%. In diesen L&ndern erfolgt die
Hepatitis A Virus Infektion in der Regel in den ersten funf Lebensjahren. In
Deutschland und in anderen Landern mit hohem Hygienestandard beobachtet
man eine Altersabhangigkeit [2]. Dabei nimmt die Pravalenz von Antikérpern
gegen das Hepatitis A Virus mit steigendem Alter zu.

Haufigste Infektionsquelle ist die Ubertragung durch engen persdnlichen
Kontakt zwischen Personen, die im gleichen Haushalt leben [63].
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Die Infektionen von Personen aus Landern mit hohem Hygienestandard sind
meist auf Reisen in Endemiegebiete zurlickzufiihren. Dabei erfolgt die Infektion
durch kontaminierte Lebensmittel oder kontaminiertes Wasser. Ein haufiger
Ubertragungsweg ist der Verzehr von Muscheln. Muscheln filtern die Viren aus
dem Wasser und reichern sie an [73]. Infektionsrisiken kénnen sich auch durch
Sexualkontakte speziell bei homosexuellen Mannern ergeben. Wiederholt
wurden Ausbriche von Hepatitis A Infektionen unter homosexuellen Mannern
beschrieben [12].

Die WHO verwendet zur Einstufung der Verbreitung von Hepatitis A und des

Infektionsrisikos eine dreistufige Endemieskala: Lander mir hoher, mittlerer und
niedriger Endemie [54].

Abb. 1 Endemiegebiete von HAV weltweit (Stand 2005) [27]
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Das Hepatitis A Virus wird Uberwiegend fékal-oral Ubertragen [31]. Das Virus
gelangt Uber den Gastrointestinaltrakt in die Leber. Der genaue Mechanismus,
wie das Virus durch die Darmmucosa tritt, ist unbekannt. Neue Untersuchungen
zeigen eine Bindung von Hepatitis A Viren an IgA-Antikérper und ein Ubertritt
dieser Komplexe durch die Darmepithelzellen [22]. Vom Darm gelangt das Virus
in das Blut und Uber diesen Weg via Pfortadersystem in die Leber. Man weiB,
dass sich die Viren in Hepatozyten replizieren, dann Gber die Gallenflissigkeit
wieder den Darm erreichen und dort mit dem Stuhl ausgeschieden werden.
Wahrend der Inkubationszeit sind hohe Virustiter im Stuhl nachweisbar. Mit
dem Auftreten der ikterischen Phase sinken sie deutlich ab [2, 63].

Wahrend der Inkubationsphase gelangen Hepatitis A Viren auch ins Blut. Nach
Untersuchungen von Bower et al. [8] war Hepatitis A Virus RNA bei infizierten
Erwachsenen ca. 30 Tage vor bis durchschnittlich 79 Tage nach Ausbruch der
Krankheit im Blut nachweisbar. Die Viramie dauerte im Schnitt 95 Tage. Neuere
Daten von Normann et al. [67] zeigten an elf gut dokumentierten
Krankheitsverlaufen, dass die Viramie, trotz spezifischer Antikérpertiter, weit
langer bestehen kann. In einem Fall war Hepatitis A Virus RNA bis zu 408 und
in einem weiteren Fall war Hepatitis A Virus RNA sogar bis zu 490 Tagen nach
Beginn der klinischen Symptome im Blut nachweisbar. Ein positiver PCR-

Nachweis ist allerdings nicht mit Infektiositat gleichzusetzen.

Der Virusnachweis kann elektronenmikroskopisch aus Stuhl, durch den
Nachweis von Antigen oder durch den Nachweis von RNA mittels
Hybridisierung oder RT/PCR erfolgen. Um eine akute oder kirzlich abgelaufene
Hepatitis A Virus Infektion nachzuweisen, hat sich der Nachweis von
spezifischen IgM Antikérpern mittels ELISA etabliert [10, 20, 60]. IgM Antikérper
sind bereits bei Beginn der symptomatischen Phase vorhanden und bleiben
etwa 6 Monate nachweisbar [2, 27]. Danach sind sie nicht mehr mit Routine-
Tests nachweisbar. IgG Antikdrper treten meist zeitgleich auf, persistieren
lebenslang und gewahrleisten eine lebenslange Immunitat [87].

Die Anzucht des Wild Virus ist schwierig und langwierig [30] und stellt deshalb

keine Routinemethode zum Nachweis einer Hepatitis A Virus Infektion dar.
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Labordiagnostisch findet man einen Anstieg des Gesamt-Bilirubins mit einem
Hbhepunkt circa 2 Wochen nach Infektion. Die Enzyme ALT und AST sind
sensitive Marker fir eine Leberzellschadigung und steigen im Serum stark an
[30]. Die alkalische Phosphatase als Zeichen einer Cholestase zeigt keinen
oder einen nur geringen Anstieg. Bei einem cholestatischen Verlauf kann sie
starker erhdéht sein. Der Abfall von Albumin und Vitamin K-abh&ngigen
Gerinnungsfaktoren ist durch die verminderte Produktion in der Leber bedingt.
Die Leukozytenzahl im Blutbild ist normal oder leicht erniedrigt und zeigt eine

relative Lymphozytose.

Abb. 2 Ereignisse einer Hepatitis A Virus Infektion. Abbildung modifiziert nach [63]
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Diese Zellschiaden bilden sich 8 bis 12 Wochen nach der Infektion wieder

vollstandig zurtck.

Es qibt keine spezifische Behandlung der akuten Hepatitis [87]. Als
AllgemeinmaBnahmen gelten Bettruhe und das Weglassen von Alkohol und
hepatotoxischen Medikamenten.

Die Pravention der klinischen Manifestation der Hepatitis durch passive
Immunisierung wurde erstmalig 1944 beschrieben [18]. Bei Verdacht auf eine
mogliche Infektion, kann durch die Gabe von Immunglobulinen innerhalb von
zwei Wochen postexpositionell, der Ausbruch der Hepatitis in bis zu 90%
verhindert werden. Allerdings ist die Wirkdauer auf 4-6 Monate beschrankt [79].
Schutz vor der Erkrankung bietet auch die aktive Immunisierung. 1987 zeigten
Studien die Immunogenitdt und Schutzwirkung von Formalin-inaktivierten
Hepatitis A Virus Partikeln im Tiermodell [74]. Die erfolgreiche in-vitro-
Kultivierung von Hepatitis A Viren unter Benutzung von humanen Zellkulturen
[28, 29, 36] stellte 1981 den entscheidenden Schritt zur Entwicklung von
Hepatitis A Totimpfstoffen dar. Durch Verwendung von humanen Zellkulturen
konnte eine eventuelle tierische Verunreinigung in der Produktion der Vakzine
ausgeschlossen werden [34, 36]. Nach Adaptierung von Hepatitis A Viren an
Zellkulturen konnte eine Hepatitis A Virus Replikation erzielt werden, die fir die
kommerzielle Vakzineentwicklung ausreichend war. Flehmig et al. zeigten, dass
der von ihnen verwendete GBM Hepatitis A Virus Stamm innerhalb von zwei bis
drei Wochen in ausreichender Menge gezlchtet werden kann [36]. Die Viren
werden in verschiedenen Verfahren gereinigt und konzentriert. Praklinisch
wurde der Impfstoff an Schimpansen getestet, bei denen es durch die Impfung
innerhalb von zwei Wochen zur Bildung von neutralisierenden Antikérpern und
zum Schutz vor einer Infektion kam. Auch in verschiedenen klinischen Studien,
die am Menschen durchgefihrt wurden, konnten neutralisierende Antikérper in
ausreichender Zahl nachgewiesen werden [33, 35]. Zusatzlich werden durch
den Impfstoff die Bildung von gamma-Interferon und die Proliferation von T-
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Zellen angeregt. Dies kdnnte fir den dauerhaften Schutz vor einer Hepatitis A

Virus Infektion von Bedeutung sein [13].

Heute sind verschiedene Hepatitis A Virus Impfstoffe verflgbar, die aus

unterschiedlichen Virenstammen entwickelt wurden.

Bei allen erfolgt die

Kultivierung in menschlichen MRC-5 Zellen und die Inaktivierung mit
Formaldehyd.
Tabelle 2 Ubersicht iiber die momentan verfiigbaren Vakzine (nach [54])
Avaxim Vaqta Havrix Epaxal
Hersteller Sanofi Sanofi Eurim-Pharm NIDDApharm
Pasteur Pasteur GalaxoSmithKline | Berna
MSD MSD Kohlpharma
Kohlpharma | MPA-Pharma
Pharma Western
A.C.A. Muller
ADAG Pharma
Pharma Gehrke
AiCorp Pharma
mevita
Virus- Stamm | GBM CR-326F HM-175 RG-SB
Zelllinie MRC-5 MRC-5 MRC-5 MRC-5
Formaldehyd- | Ja Ja Ja Ja
Inaktivierung
Virosomal Nein Nein Nein Ja
Dosierungs- | 0/6 0/6 0/6/12 0/12
schema
(Monate)
Tabelle 3 Vergleich Immunglobulin und Vakzine (modifiziert nach [54])
Immunglobulin Hepatitis A Vakzine
Anaphylaxie selten selten
postexpositionelle begrenzt unbekannt
Schutzwirkung
praexpositionelle 90% 95-100%
Schutzwirkung
Dauer der 4-6 Monate >10 Jahre
Schutzwirkung
Dauer bis zum sofort 1-2 Wochen
Antikérpernachweis
Stimulierung der anti- | nein ja
HAV-Produktion
erreichbare anti-HAV- | 150 [U/I 4000 1U/1

Titer
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Bei der Impfstoffherstellung von inaktivierten Vakzinen wird das Hepatitis A
Virus in Zellkultur angezichtet, vermehrt und durch Formalin inaktiviert.
Hepatitis A Virus wird bei der Herstellung von HAVRIX® durch gefrieren-tauen
aus den Zellen extrahiert und in mehreren Schritten gereinigt. Das sterile und
gefilterte Virus wird danach 15 Tage lang mit Formaldehyd bei 37°C inaktiviert.
Bei der Herstellung des Impfstoffs VAQTA® erfolgt die Formalin-Inaktivierung 5
Tage bei 37°C.

Die Hepatitis A Impfung wurde in Deutschland bislang im Gegensatz zu den
USA nicht in den Impfplan fir Kinder aufgenommen. Stattdessen wird die
Impfung flr einige hoch-Risiko Gruppen empfohlen. Eine Indikation flir eine
Impfung besteht in erster Linie fir Reisende in Gebiete mit hoher Hepatitis A
Virus Pravalenz (Asien, Afrika, Lateinamerika, Osteuropa), Personen mit
erhéhtem Dberuflichen Risiko (Personal in Kinderkliniken, Kindergarten,
medizinisches Personal, Kanalarbeiter), Homosexuelle und Personen mit einer

substitutionspflichtigen Hamophilie (RKI).

1.2 Das Hepatitis A Virus

Feinstone et al. konnten das Virus 1973 erstmals durch Immun-
Elektronenmikroskopie identifizieren [25]. Seit 1979 kann es in Zellkulturen
kultiviert werden [75].

Das Hepatitis A Virus gehért aufgrund seiner biochemischen und
physikalischen Eigenschaften zur Familie der Picornaviren [30]. Die
Organisation des Genoms ahnelt der, der Picornaviren [30]. Trotzdem
unterscheidet es sich auch in einigen Charakteristika von anderen Picornaviren.
Bezeichnend fir Hepatitis A Viren ist die geringe Sequenzhomologie von nur
28% zu den anderen Mitgliedern der Picornaviren [3, 15]. Ebenso unterscheidet
sich die Gr6Be einiger Proteine.

Friher wurde das Hepatitis A Virus dem Genus der Enteroviren zugeordnet und
als Enterovirus Typ 72 bezeichnet. Heute wird es als bisher einziges Virus dem
Genus der Hepatoviren zugeordnet, da markante strukturelle und
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molekularbiologische Unterschiede zwischen Hepatitis A Viren und anderen
Enteroviren entdeckt wurden.

Eine besondere Eigenschaft von Hepatitis A Viren ist, dass das Virus nur
langsam repliziert und die Anzucht von Hepatitis A Viren in Zellkulturen deshalb
schwierig ist. AuBerdem zeigt das Virus keinen zytopathogenen Effekt [4, 19,
30]. Weiterhin zeichnet sich das Virus besonders durch seine hohe Temperatur-
und Saureresistenz aus [6, 62, 70, 78, 84, 90].

Es gibt nur einen Hepatitis A Virus Serotyp [57, 58, 81]. Das bedeutet, dass sich
die Hepatitis A Virus Stdmme in ihren Antigen-Eigenschaften nicht voneinander
unterscheiden. Deshalb sind Personen nach einer Infektion weltweit vor einer
Reinfektion geschutzt [63].

Mit Hilfe der RT/PCR konnte das Virus Genom vervielfaltigt werden und durch
nachfolgende Sequenzierung war es mdglich, die Nukleotidabfolge
verschiedener Hepatitis A Virus Isolate zu vergleichen. Ein Vergleich der
Nukleotidsequenzen ergab eine Einteilung der untersuchten Stimme in sieben
Genotypen. Sie zeigten in der untersuchten Genom-Region (VP1/2A) weniger
als 85% und mehr als 74% Sequenzlbereinstimmung [81]. Die Genotypen 1
und 3 lassen sich zusatzlich in die Subgenotypen A und B (86-92,5%
Sequenzibereinstimmung) unterteilen. Die Sequenzverwandtschaft korreliert
mit der geographischen Verwandtschaft [21, 82]. Weltweit herrscht Genotyp 1
vor. Die Genotypen 4 bis 6 wurden nur bei Altweltaffen gefunden.

Das Hepatitis A Virus ist ein kleines, spharisches, nicht umhulltes Virus mit
einem Durchmesser von 27-32nm. Morphologisch lasst es sich nicht von
anderen Picornaviren unterscheiden. Dadurch, dass es keine Lipidhille besitzt
[30, 80], zeichnet sich das Virus durch eine hohe physikalische und chemische
Stabilitat aus. Selbst bei hohen Temperaturen und extremen pH-Werten bleibt
es lange infektidés [84, 90]. Daraus ergibt sich auch das auBBergewdhnlich lange
Uberleben in der Umwelt.

Das Capsid des Virus besteht aus jeweils 60 Kopien der viralen
Strukturproteine 1D, 1B und 1C und umschliet das Genom [2].
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Das Genom besteht aus einer linearen, einstrdngigen RNA mit positiver
Orientierung und einer Lange von naherungsweise 7,5kb. Der Hinweis daflr,
dass das Genom aus RNA besteht, wurde von Provost et al. [76] und Bradly et
al. [9] durch Studien mit RNasen erbracht. Bewiesen wurde dies im Jahre 1979
durch G. Siegl und G. Frosner [89].

Das Hepatitis A Virus Genom Iasst sich in drei Abschnitte unterteilen.

Am 5 Ende befindet sich eine nicht kodierende Region (NTR) bestehend aus
734 Nukleotiden, die ungefahr 10% des gesamten Genoms umfasst. Sie ist
kovalent mit einem viruskodierten Protein, als 3B oder auch als VPg-Protein
bezeichnet, verknipft. Mutationen in der 5 Region haben Einfluss auf das
Wachstum von Hepatitis A Viren in Zellkulturen [42-44]. Es ist nicht bekannt,
dass sie eine Rolle fur die Virulenz spielen [14]. Innerhalb der 5 NTR befinden
sich mehrere AUG-Kodons von denen jedoch nur eines als Startkodon benutzt
wird [93].

Der zweite Genomabschnitt ist der offene Leserahmen (ORF). Dieser Abschnitt
kodiert fur ein Polyprotein mit 2227 Aminosauren [16, 64, 71]. Diese Region
lasst sich wiederum in drei Bereiche einteilen. P1 kodiert flr Kapsidproteine
wahrend P2 und P3 flr Nichtstrukturproteine kodieren.

Die 3’ NTR ist der dritte Abschnitt des Genoms. Sie besteht aus 63 Nukleotiden
und ist damit wesentlich kirzer als die 5 NTR. An ihrem 3’ Ende besitzt die
NTR einen Poly-A-Schwanz [17].

Das Hepatitis A Virus ist ein Positiv-Strang-RNA Virus. Dies bedeutet, dass sein
Genom nach Infektion der Wirtszelle direkt wie eine mRNA translatiert werden
kann. Das Hepatitis A Virus besitzt am 5’ Ende keine cap Struktur. Daher erfolgt
die Translation cap-unabhangig. Zur Initiation der Translation bindet die kleine
ribosomale Untereinheit an ein als ,internes Ribosomeneintrittssequenz®
(internal ribosome entry site, IRES) bezeichnetes Segment im Bereich der 5’
NTR [11, 37, 51]. Die fir die Translation zustédndige IRES beginnt bei nt 154
und endet mit dem Startkodon bei nt 735 [52].

Das bei der Translation entstandene Polyprotein wird von viruskodierten
Proteinasen prozessiert. Zunachst entstehen die Polypeptide P1, P2 und P3.
P1 kodiert fir die Strukturproteine 1B, 1C und 1D, die das Viruscapsid
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aufbauen. Eventuell wird noch ein viertes Protein, 1A, abgespalten, das sehr
klein ist und flr das bislang nie ein Zusammenhang mit dem Capsid
nachgewiesen werden konnte.

P2 und P3 kodieren fir Nichtstrukturproteine, die an der Proteinprozessierung
und der RNA-Replikation beteiligt sind [83]. Das daraus entstehende 3C Protein
ist eine Proteinase (3Cpro), die das bei der Translation entstehende Polyprotein
in verschiedene Struktur- und Nichtstrukturproteine spaltet. Das 3D Protein ist
eine RNA-abhangige RNA-Polymerase (3Dpol).

1.3 Infektiositat von Serum

Es ist schwierig, das Wildstamm Hepatitis A Virus an Zellkulturen zu adaptieren
und in Zellen anzuziichten. Provost et al. gelang es 1979 zum ersten Mal das
Virus auf FRhK6 Zellen zu kultivieren [75]. Mit Hilfe der Immunfluoroszenz
konnte der Beweis fir die Replikation in Zellkultur erbracht werden. Gewéhnlich
repliziert es nur sehr langsam [4, 19, 88]. Fur eine Primarinfektion von
Zellkulturen mit Wildvirus aus Stuhlproben ist mindestens ein Zeitraum von zwei
bis drei Monaten nétig bis geringe Mengen von in der Zellkultur produzierten
Viren nachgewiesen werden kdnnen. Erst nach Adaptation des Virus an die
verschiedenen Zellsubstrate durch fortlaufende Viruspassagierung kommt es zu
Zunahme der Virusreplikation und Virusproduktion. Als Ursache fir den
langsamen Vermehrungszyklus kommen mehrere Ursachen in Frage. Zum
einen liegt ineffizientes “uncoating“ des Virus vor [5]. AuBerdem wird die
Translation der viralen Proteine durch eine schwache IRES-Funktion vermittelt.
Die Proteinsynthese der Wirtszelle wird durch das Virus nur schlecht inhibiert.
Die Menge der Protease 3C limitiert die Prozessierung des Polyproteins und ist
dadurch ebenfalls eine Ursache fir den langsame Virusreplikation [5]. Ein
weiterer Grund kann ein zu friher Einbau der plus-Strang RNA in das naszente
Viruskapsid sein, der zu einer starken Reduktion der zur Verfligung stehenden
RNA-Matrize fGhrt [1].

Far die Anzucht kénnen verschiedene Zellkulturen verwendet werden, wobei

die Kombination aus Hepatitis A Virus Stamm, Zelltyp und Temperatur eine
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Rolle spielt [4]. Als Beispiele lassen sich FRhK, MRC-5 und AGMK Zellen
nennen. Trotz intensiver Bemihungen war es bislang nicht méglich aus allen
gewonnenen Stuhl- und Serumproben Wildtypstamme anzuzilchten [4, 19, 28,
75].

Zellkulturen kénnen durch Transfektion mit Hepatitis A Virus RNA aus intaktem
Hepatitis A Virus, das aus Stuhl von infizierten Patienten gewonnen wurde,
infiziert werden [17, 22, 59].

Das Hepatitis A Virus wird hauptsachlich fakal-oral Ubertragen [87]. Eine
parenterale Ubertragung ist extrem selten, kann jedoch durch eine
Blutlbertragung eines Spenders verursacht werden, der sich in der viramischen
Phase befindet. Wahrend den ersten Tagen der Infektion kann kein Virus im
Blut nachgewiesen werden. Die Viramie beginnt ungefahr ein bis zwei Wochen
vor Beginn der klinischen Symptome und sinkt wahrend der ikterischen Phase
wieder ab. Der maximale Virustiter im Blut erscheint ein bis drei Wochen vor der
maximalen ALT Erhdhung. Somit ist das Risiko einer parenteralen Ubertragung
von Hepatitis A Viren Uber Blut in der Zeit vor Beginn der Symptome am
gréBten [41]. In neueren Studien konnte Hepatitis A Virus RNA im Blut bis zu
490 Tagen nach Beginn der Symptome nachgewiesen werden [67], aber da die
Viruskonzentrationen sehr niedrig sind [63] ist die Infektiositat wahrscheinlich
auf die Initialphase der Infektion mit Hepatitis A Virus begrenzt.

Der erste Fall einer transfusions-bedingten Hepatitis A wurde 1983
beschrieben. Ein 10jahriges Madchen erkrankte an einer manifesten Hepatitis
A, nachdem sie Blut von einem infizierten Spender erhalten hatte. Das
Spenderplasma wurde einem Schimpansen verabreicht und dieser entwickelte
nach 23 Tagen Symptome einer Hepatitis A. Hepatitis A Viren konnten im Stuhl
des Schimpansen nachgewiesen werden und im Serum kam es zu einem
Anstieg der Antikérpertiter [46]. Gowland et al. haben 2004 ebenfalls einen Fall
beschrieben, bei dem das Virus durch eine Bluttransfusion Ubertragen wurde.
13 Tage nach der Blutspende wurde bei dem Spender eine akute Hepatitis A
festgestellt. Bei nachtraglicher Untersuchung des gespendeten Blutes wurde

mittels RT/PCR eine hohe Viruslast im Blut festgestellt, wahrend IgM- und IgG

12



1 Einleitung

Antikdrper sowie die Leberenzyme noch nicht erhéht waren. Der Empféanger
des Blutes war seropositiv und entwickelte keine klinischen Symptome.
Allerdings war die RT/PCR am 6. Tag nach Erhalt des Blutproduktes positiv und
nach 75 Tagen kam es zum weiteren Anstieg der Antikdrper-Titer. Durch
Sequenzanalysen der Hepatitis A Virus RNA konnte nachgewiesen werden,
dass das Hepatitis A Virus Genom von Spender und Empfénger identisch
waren [41].

Auch durch Faktor-Vlll-Praparate wurde das Hepatitis A Virus Ubertragen.
Hepatitis A Viren konnten im Plasma-Pool, in dem daraus hergestellten Faktor-
VIll-Praparat und in den Patienten nachgewiesen werden. Zum Nachweis des
Ubertragungsweges wurden die Genomsequenzen untersucht. Da sich das
Virus in den Patienten nur in einer einzigen Base von dem des Préaparats
unterschied, wurde gefolgert, dass das kontaminierte Préparat die Ursache der
Infektion war [2, 65, 66]. Diese Blutpraparate sind heute als sicher anzusehen
da das Herstellungsverfahren von Gerinnungspraparaten durch zusatzliche
Hitzeinaktivierung verbessert wurde [45].

Die Infektiositdt abhangig vom Ubertragungsweg wurde an Schimpansen
untersucht. Purcell et al. haben dabei herausgefunden, dass die Infektiositat
von Wildtyp Viren aus menschlichem Stuhl bei parenteraler Ubertragung weit

hoher als bei oraler Ubertragung ist [77].

1.4 Fragestellung

Wahrend der vorhergehenden Ausflhrungen wurde beschrieben, dass das
Hepatitis A Virus Uber Blut und Plasmaprodukte Ubertragen werden kann. Und
zwar dann, wenn sich der Patient in der viramischen Phase befindet. Die
vorliegende Arbeit befasst sich nun mit der Frage, ob es méglich ist das Virus
aus Seren auf Zellkulturen anzuzichten.

AuBerdem wurde eine Methode entwickelt, um das Virus in Seren durch
Zentrifugation anzureichern.

Eine Messung der Proben auf ihren Gehalt an Gesamt-Anti-Hepatitis A
Antikdrpern und Anti-Hepatitis A IgM-Antikérpern wird ebenfalls durchgefinhrt.
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2 Material

2.1 Seren

Das Ausgangsmaterial flr alle Untersuchungen der vorliegenden Arbeit waren
Seren verschiedener Personen. Teilweise stammen von einer Person mehrere

Serumproben zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Hepatitis A Infektion.

2.3 Zellen

Fir die Transfektion wurden MRC-5 Zellen verwendet. Dabei handelt es sich
um humanen embryonalen Lungenfibroblasten (MCR-5 Zellen, diploid human
embryonic lung fibroblasts, ATCC, Rockvillle MD, USA).

2.2 Virusstamm

Als positive Kontrolle fir die Transfektion stand Zellkulturiiberstand, der eine an
die Zellkultur (HFS-Zellen) adaptierte Variante des HAV-Wildstamms GBM
(GBM/HFS) enthielt, zur Verfligung.

Der GBM-Wildtyp wurde aus einem HAV-positiven Stuhlpraparat aus der
praikterischen Phase eines Hepatitis A-Patienten (G: Anfangsbuchstabe des
Wohnorts des Patienten, BM: Initialien des Patienten) isoliert [31]. Die
zellkulturadaptierte Variante GBM/HEK-8/HFS-23/MRC5-6 dieses Wildtyps
erhielt man durch achtmalige Kultivierung in humanen embryonalen
Nierenzellen (HEK-Zellen, primary diploid human embryonic kidney strain,
B.Flehmig, Hygiene-Institut Tlbingen), mit anschlieBender Weiterkultivierung in
humanen embryonalen Lungenfibroblasten (HFS-Zellen, diploid human
embryonic fibroblast strain, B.Flehmig, Hygiene- Institut TUbingen) Uber 23 bzw.
17 Passagen und schlieBlich Weiterkultivierung in anderen humanen
embryonalen Lungenfibroblasten (MCR-5 Zellen, diploid human embryonic lung
fibroblasts, ATCC, Rockvillle MD, USA) (iber sechs Passagen.
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2.2 Hepatitis A Virus-Pools

Der GBM-Wildtyp Stamm HAV/HFS/GBM wurde an humane embryonale
Lungenfibroblasten adaptiert und kultiviert. Danach wurde das Virus durch
Ammonium Sulfat Fallung und anschlieBende Zentrifugation angereichert. Das
Virus wurde durch B-Propriolacton inaktiviert und durch mehrere
Zentrifugationsschritte  gereinigt. Fir die Voruntersuchungen wurden
verschiedene Chargen dieser inaktivierter HAV verwendet [33].

2.3 DNA Extraktion
High Pure Viral RNA Kit Roche

2.4 RT und PCR

2.4.1 Puffer
Taqg-Polymerase 10x Puffer (10-fach Roche

konzentriert):
- 100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
- 500 mM KCI
- 15 mM MgCl,

2.4.2 Enzyme

AMV-Reverse Transkriptase (AMV-RT) Promega
Konzentration: 10 U/ul

Tag-DNA-Polymerase Roche
Konzentration: 1 U/ul

2.4.3 Oligonukleotide

Konzentration: 10 pmol/pl
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Primer
N 537
N 724
N 848
P 66

P 124
P 452

Sequenz

5’ 537-ACTCAATGCATCCACTGGATGA-558 3’

5 724-CCACTCCCAACAGTCTGGAAAAT-746 3

5’ 848-CCTGCAGTCCTATCAACTGACTG-826 3

5" 32-CCCTCTTGGAAGTCCATGGTGAGGGGA-58 3’
5’ 124-CCTGCAGGTTCAGGGTTC-141 3

5 452-GTAACAGCGGCGGATATTGGT-472 3

2.4.4 weitere PCR- Gebrauchslosungen
dNTPs

Stocklésungen:
dATP 100mM

dCTP
dGTP

Promega

100mM
100mM

dTTP 100mM
Gebrauchslésung:
je 10 mM

dATP
dCTP
dGTP
dTTP

DTT (0,1M)

Gibco

2.5 Agarose-Gelelektrophorese

10xTAE Puffer (400 mM Tris Acetat Invitrogen
und 10 mM EDTA)

10xTBE Puffer (10x0,089 M Tris, 10x0,89M USB
boric acid, 2 mM tetra sodium EDTA)

Ethidiumbromid Serva

1 kb Marker (1,0 pg/ul) Invitrogen
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Probenpuffer:
- 1mM EDTA
- 40% Saccarose
0,1% SDS
- 0,05% Bromphenolblau

2.6 Elisa

anti-HAV IgM EIA
anti-HAV EIA

HAV-Antigen-Enzymimmunoassay

2.7 Transfektion

Zellkulturflaschen 75 cm?
6-well Gewebekultur-Platten
MRC-5 Zellen

Nahrmedien:

MEM + Hanks + L-Glutamine
MEM + Earls + L-Glutamine

Zusatze:

- MEM Sodium Pyruvate 100mM

- Non Essential Amino Acids 100x

- Penicillin-Streptomycin
25% Trypsin EDTA
PBS
Glaspipetten 5ml + 10ml
Accupipex
Leica DMIL

17

Sigma
Serva
Sigma
Merck

Mediagnost
Mediagnost
Mediagnost

Corning
Costar

Gibco
Gibco

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco

Assistent
Leica Mikroskope + Systeme
GmbH
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2.8 Allgemein verwendete Chemikalien

H>O
Mineralol
Ethanol

2.9 Verbrauchsmaterial

Latex Handschuhe Satin Plus®
Nitryl-Handschuhe, Nitra Touch
Parafiim®
PCR-GefaBe 0,5 ml
Watteschnur 15 kg
Pipettenspitzen mit Filter (filter tips)
(RNAse frei):

- 0,5-10 ul

- 10-100 pl

- 100-1000 pl
Pipettenspitzen:

- 0,5-10 pl

- 10-100 pl

- 100-1000 pl

Plastikrohrchen mit Schraubverschluss

15 ml

Plastikrohrchen mit Schraubverschluss

50 ml

Polaroidfilme Typ 667
ReaktionsgefaBe, Safe-Lock 1,5 ml
ReaktionsgefaBe, Safe-Lock 2,0 ml
Kuvetten, UVette® 220-1600 nm
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Sigma
Merck

Safeskin

Ansell Medical
American National Can
Biozym

Vetter

Biozym

Eppendorf

Sarstedt

Greiner

Polaroid

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
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2.10 Software

Word 2002
Magellan

2.11 Gerate

Brutschrank
CO; Inkubator
Eismaschine AF 20
Hybaid Omn-E Thermal Cycler
Kamerasystem, MP-4 Land
Spectra Fluor
Zentrifuge, 4000 K
Klhlzentrifuge, 5402
Microzentrifuge, 5415C
Mikrowellenherd
Mini-Gelsystem, horizontal
Pipetten:

- 0,5-10 pl

- 10-100 pl

- 100-1000 pl

- far Zellkultur
Sterilbank LaminAir® Flow
UV-Leuchtplatte
Fireboy plus
MS2 Minishaker
Waage 1264 MP

Photometer, Smart Spec TM 3000

Microsoft Corp.
Tecan

Heraeus
Binder
Scotsman
MWG- Biotech
Polaroid
Tecan
Hermle
Eppendorf
Eppendorf
Siemens
Hoefer
Eppendorf

Heraeus

Bachhofer

Integra Biosciences AG
IKA

Sartorius

BIO-RAD
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3 Methoden

3.1 RNA Extraktion

Aus verschiedenen Seren wurde die Hepatitis A Virus RNA extrahiert. Hierfr
wurde das High Pure Viral RNA Kit der Firma Roche verwendet. Neben den
Proben wurde bei jeder Extraktion eine Negativ-Kontrolle mitgefthrt.

Folgende Arbeitsschritte wurden durchgeflhrt:

1. In ein 1,5 ml Reaktionsgefa wurden 200 pl Serum und 400 pl working
solution pipettiert und gut gemischt.

2. Es folgte eine Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur.

3. Danach wurde der Ansatz in ein Filtertube pipettiert und bei 8000xg eine
Minute zentrifugiert.

4. Das Filtrat wurde verworfen und das Filtertube in ein neues Sammeltube
gestellt.

5. Man gab 500 pul Inhibitor Removal Buffer auf die Filtersaule und es wurde 1
min bei 8000xg zentrifugiert.

6. Das Filtrat wurde verworfen und das Filtertube in ein neues Sammeltube
gestellt.

7. Nun wurde der Filter 2 mal mit 450 ul Waschpuffer gewaschen und jeweils 1
min bei 8000xg abzentrifugiert. Das Filtrat aus den beiden Waschschritten
wurde verworfen.

8. Zuletzt wurde die Filtersaule in ein frisches 1,5 ml Sammelgefal3 gestellt und
es wurden 50 pl Elution Puffer auf den Filter gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 20 Minuten wurde 1 min lang bei 8000xg zentrifugiert.

Das Eluat wurde direkt in die RT/PCR eingesetzt und/oder bei -70°C

eingefroren.
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3.2 PCR

3.2.1 RT/PCR
Die Reverse Transkription und die Polymerase Kettenreaktion wurden in einem

ReaktionsgefaB als Eintopf-Reaktion durchgeflihrt.

Alle bendtigten Reagenzien wurden auf Eis aufgetaut.

Far die RT/PCR wurde das RNA-Eluat, das man bei der RNA Extraktion
erhalten hat, eingesetzt. Je nach Fragestellung wurde ein bestimmtes
Primerpaar verwendet:

1. Primer N848/P66

Mit diesen Primern wurde eine insgesamt 782 Basenpaare umfassende
Sequenz aus der 5 NTR amplifiziert.

2. Primer N537/P452

Mit diesen Primern wurde eine Sequenz aus der 5 NTR amplifiziert, die 85
Basenpaare umfasst.

Far einen 50 pl Ansatz wurden folgende Reagenzien in ein PCR-
ReaktionsgefaB pipettiert:

10xPCR-Puffer 5ul

dNTPs (10mM) 2ul

Primer 1: N848 bzw. N537 (10 uM) 1l

Primer 2: P66 bzw. P452 (10 pM) 1l

H>O 36pl
AMV-RT 0,5ul
Tag-Polymerase 0,5ul
RNA Eluat 5l

Das Reaktionsgemisch wurde mit 45ul Mineraldl Uberschichtet, um eine
Verdunstung wahrend der Erhitzungsschritte zu vermeiden. Danach wurde das
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ReaktionsgefaB geschlossen, abzentrifugiert und in den Thermal Cycler
gestellt.

Der Thermal Cycler durchlief je nach Primerpaar zwei unterschiedliche
Programme mit folgenden Schritten:

Primer N848/P66:
1x 30 min 42°C RT Schritt
1x 3 min 94°C Denaturierung
1 min 94°C Denaturierung
30x 1 min 58°C Annealing
1 min 72°C Elongation
1x 10 min 72°C Finale Elongation
Primer N537/P452:
1x 30 min 42°C RT Schritt
1x 3 min 94°C Denaturierung
30s 94°C Denaturierung
40x 30s 57°C Annealing
30s 72°C Elongation
1x 10 min 72°C Finale Elongation
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Bei jeder PCR wurde neben den Proben eine Negativ-Kontrolle mitgefihrt. In
die Negativ-Kontrolle wurde anstelle der RNA 5 ul H>O pipettiert.

Zur Vermeidung von Kontamination durch Aerosole wurden alle bisher
beschriebenen Arbeiten an einem gesonderten mit UV-Licht versehenen
Arbeitsplatz ausgefihrt. AuBerdem wurden samtliche Arbeiten mit speziellen
Pipetten und Pipettenspitzen mit Filter durchgefihrt.

Die PCR Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert und
danach bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.

3.2.2 Nested-PCR
Um sehr geringe Templatemengen nachzuweisen, wurde eine nested-PCR

verwendet. Dabei wurde die PCR wie oben beschrieben durchgefiihrt und das
Produkt dieser PCR dann als Template fiir eine zweite PCR benutzt. Die bei der
nested PCR benutzten Primer binden an Abschnitten der DNA, die innerhalb
des ersten Primerpaares liegen.

Fir einen 50 pl Ansatz wurden folgende Reagenzien in ein PCR-
ReaktionsgefaB pipettiert:

10x PCR-Puffer 5ul
dNTPs (10mM) 2ul
Primer 1: N724 (10 uM) 1l
Primer 2: P124 (10 uM) 1l
H20 36pl
Taqg-Polymerase 0,5ul

PCR Produkt aus der ersten Runde 5ul

Der weitere Ablauf und das Temperaturschema des Thermal Cyclers
entsprachen der oben erlauterten Polymerase Kettenreaktion mit dem
Primerpaar P66/N848. Der vorangegangene RT Schritt entfiel dabei, da es sich
bei dem eingesetzten PCR Produkt bereits um DNA handelt.
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Der Thermal Cycler durchlief folgende Schritte:

1x 3 min 94°C Denaturierung

1 min 94°C Denaturierung
30x 1 min 58°C Annealing

1 min 72°C Elongation
1x 10 min 72°C Finale Elongation

3.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen und praparativen Trennung von Nukleinsauren wurden
horizontale Agarosegele verwendet. Nukleinsduren besitzen auf ihrer
Oberflache geladene Teilchen, die sie in einem elektrischen Feld wandern
lassen. Bei der Agarose-Gelelektrophorese wird die auf das Agarosegel
aufgetragene RNA nach ihrer GréBe aufgetrennt. Aufgrund ihrer bei pH 7
negativ geladenen Phosphatgruppe wandert die DNA im elektrischen Feld der
Elektrophoresekammer mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch die
Agarosematrix in Richtung Anode. Kleine DNA Stilicke wandern dabei schneller
als groBe, so dass unterschiedlich lange Nukleinsduremoleklle voneinander
raumlich getrennt werden. Je nach Lange der DNA Sticke wurden daher zwei
verschiedene Gele hergestellt.

Bei PCR mit den Primern N848/P66 erhalt man ein DNA Stiick mit der Lange
von 782 Basenpaaren. Das zur Auftrennung verwendete Gel wurde
folgendermaBen hergestellt: Es wurden 4g Agarose in 400ml 1xTAE-Puffer
hinzugegeben. Der Ansatz wurde in der Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose
vollstandig geldst und die Flassigkeit klar war. Zur Anfarbung der Nukleinsaure
wurde 0,1ug/ml Ethidiumbromid zugegeben und das flissige Gel blasenfrei in
den abgedichteten horizontalen Geltrager gegossen und der Gelkamm
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eingesteckt. Nach Polymerisation des Gels wurden Kamm und Abdichtung
entfernt und der Geltrdger mit dem Agarosegel in die mit 1%igem TAE-Puffer
geflllte Elektrophoresekammer gelegt.

Bei PCR mit den Primern N537/P452 erhélt man ein DNA Stlick mit der Lange
von 85 Basenpaaren. Das zur Auftrennung verwendete Gel wurde
folgendermaBen hergestellt: Es wurden 8g Agarose in 400ml 1xTBE-Puffer
hinzugegeben. Der Ansatz wurde in der Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose
vollstandig geldst und die Flassigkeit klar war. Zur Anfarbung der Nukleinsaure
wurde 0,1ug/ml Ethidiumbromid zugegeben und das flissige Gel blasenfrei in
den abgedichteten horizontalen Geltrager gegossen und der Gelkamm
eingesteckt. Nach Polymerisation des Gels wurden Kamm und Abdichtung
entfernt und der Geltrager mit dem Agarosegel in die mit 1%igem TBE-Puffer
geflllte Elektrophoresekammer gelegt.

Je 10 pl der PCR-Produkte wurden mit je 2 ul Probenpuffer gemischt und
neben einem 1 kb-Marker als GréBenstandard aufgetragen.

Die gelchromatographische Auftrennung erfolgte in 1xTAE-Puffer bzw. in
1xTBE-Puffer fir 30 Minuten bei einer Spannung von 100 V.

AnschlieBend wurden die Nukleinsdurebanden durch den in DNA
interkalierenden und fluoreszierenden Farbstoff Ethidiumbromid nach Anregung
mit kurzwelliger UV-Bestrahlung (254 nm) im Gel sichtbar gemacht. Anhand
des gleichzeitig aufgetragenen GrdBenstandards konnte die GroBe der DNA-
Fragmente bestimmt werden. Nach erfolgreicher PCR wurde in der
entsprechenden Spur eine Bande sichtbar, die der erwarteten GréBe von 782
bzw. 85 Basenpaaren entsprach (entsprechend der PCR-Primerauswahl). Das
Ergebnis wurde fir die Dokumentation photographisch mit einer
Polaroidkamera festgehalten.
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3.4 Elisa

3.4.1 Anti-HAV-IigM EIA

Zur Durchfihrung des Assays wurde das Test-Kit der Firma Mediagnost
verwendet. Dies ist ein Test, der eine 96-well Mikrotiterplatte verwendet und
nach folgendem Prinzip funktioniert. Die Mikrotiterplatte ist mit anti-human-IgM-
spezifischen Antikérpern (u-Ketten spezifisch) beschichtet. Diese binden alle im
Patientenserum enthaltenen IgM-Antikbrper. Nun wurde Hepatitis A Virus
Antigen dazugegeben, welches nur an die Hepatitis A Virus-spezifischen IgM-
Antikdrper bindet. Das gebundene Antigen wurde durch Zusatz eines
Konjungats, d.h. ein mit Peroxidase konjungierter, monoklonaler Anti-HAV-
Antikdrper, nachgewiesen. Gab man nun Substrat dazu wurde dies, sofern Anti-
HAV spezifische Antikdérper im Serum vorgelegen haben, zu einem
dunkelblauen Farbstoff umgesetzt. Eine Stopplésung verhinderte den weiteren
enzymatischen Abbau des Substrats. Eine photometrische Messung schloss
sich nun an. Die Farbintensitat war proportional zur Konzentration der Hepatitis
A Virus spezifischen IgM-Antikdrper in der Patientenprobe.

Der Ablauf erfolgte nach Angaben des Herstellers. Der Test wurde in
Doppelbestimmung und mit den mitgelieferten Positiv- und Negativkontrollen
durchgefihrt. Dazu wurden zun&chst alle Materialien auf Raumtemperatur
gebracht. Die Patientenproben wurden mit Verdinnungspuffer verdinnt. Fir die
qualitative Messung wurde eine 1:2000 Verdinnung hergestellt. Um
quantitative Aussagen zum Serum machen zu kénnen wurden zudem noch
2x102, 2x10%, 2x10%, 2x10°, 2x10° Verdiinnungen hergestellt. Da das
erste Feld als Leerwertkontrolle diente, bleiben 96 — Leerwert — 3 pos.
Kontrollen — 2 neg. Kontrollen = 90 Felder fir die Seren frei.

Folgende Schritte wurden durchgefihrt:

1. 100ul der Serumproben und Kontrollen wurden auf die Platten
aufgetragen und danach eine Stunde lang bei 37°C inkubiert.

2. Danach wurde die Platte 5 Mal mit Waschpuffer gewaschen, um
ungebundene Anti-HAV-IgM-Antikérper auszuwaschen.
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3.

Nun wurden 100ul gebrauchsfertige Hepatitis A Virus Antigen-Lésung in
jede Vertiefung gegeben und wieder folgte ein Inkubationsschritt eine
Stunde bei 37°C.

Uberschiissiges Antigen wurde in einem erneuten Waschgang entfernt
und dann mit 100ul Konjugat-Lésung (an Peroxidase gebundenes anti-
HAV-IgG) eine Stunde lang bei 37°C inkubiert.

Die Platte wurde 5 Mal mit Waschpuffer gewaschen.

In jede Vertiefung wurden je 100ul Substratlésung aufgetragen und
danach wird 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Reaktion wurde mit der Zugabe von je 100 ml Stopplésung beendet.

Die Ansatze zeigten einen Farbumschlag von Blau nach Gelb und die

Farbreaktion wurde mit dem Photometer bei 450nm gemessen.

Auswertung:

Der Reagenzienleerwert wurde von den Extinktionen der Kontrollen und
der Proben subtrahiert. Dies erfolgte automatisch mittels des Befehls
Lolank®.

Von den Extinktionswerten der Doppelbestimmungen wurden die
Mittelwerte gebildet.

Die Differenz der Extinktionsmittelwerte der positiven und negativen
Kontrollen musste mindestens 0,4 betragen, da der Test sonst nicht zu
verwerten war.

Die Extinktion der negativen Kontrolle durfte 0,1 nicht Ubersteigen, sonst
war der Test nicht zu verwerten.

Es wurde ein Grenzwert, der sogenannte ,cut-off* errechnet, welcher
angibt, ob eine Probe posititv oder negativ ist. Formel: (Extinktion der
positiv Kontrolle x 0,3 + Extinktionsmittelwerte der negativ Kontrollen)
Seren mit Extinktionswerten, die groBer oder gleich dem Wert des ,cut-
off sind, gelten als positiv. Niedrigere @ Werte als negativ. Im
durchgefihrten Test betragt der Wert der positiven Kontrolle 1,06, die
Extinktion der negativen Kontrolle 0,012. Der daraus berechnete ,cut-off*
betragt 0,33.
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Eine Probe galt als grenzwertig, wenn sie im Bereich + 10% der ,cut-off*
liegt. Sie sollte dann erneut bestimmt werden.

3.4.2 Anti-HAV-EIA

Zur Durchfihrung des Assays wurde das gebrauchsfertige Test-Kit der Firma

Mediagnost benutzt.

Dieser Enzymimmunoassay diente zum qualitativen Nachweis von Antikérpern

gegen das Hepatitis A Virus in Humanserum. Bei der Testvorbereitung wurden

Waschpuffer und Konjugatkonzentrat verdiinnt. Die Serumproben wurden 1:10

mit Verdlinnungspuffer verdinnt.

Zur Aufdeckung von Kontaminationen wurden jeweils zwei negative Kontrollen

mitgefihrt. AuBerdem wurden ein Leerwert und eine positive Kontrolle zur

Bestimmung der Testgultigkeit gemacht.

Testdurchfihrung:

1.

Je 100ul der Proben und Kontrollen wurden in Doppelbestimmung auf
die Platten aufgetragen. Die Serumproben werden in den Vertiefungen
der mit Hepatitis A Virus Antigen beschichteten Platte zwei Stunden lang
bei 37°C inkubiert und Antikérper gegen das Hepatitis A Virus in der
Probe binden an das Hepatitis A Virus Antigen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden je 50ul
Konjugatgebrauchslésung zupipettiert. Dieses zugegebende Peroxidase
konjugiertes Hepatitis A Virus Antigen sattigt unbesetzte Bindungsstellen
ab. Die Platte wurde mit Klebefolie verschlossen und 1 Stunde bei 37°C
inkubiert.

Danach wurden die Vertiefungen 5 Mal mit Waschpuffer gewaschen.

In jede Vertiefung wurden 100ul der Substratiésung pipettiert und 30
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Dieses zugegebene
Substrat wurde durch das gebundene Konjugat zu einem blauen

Farbstoff umgesetzt.
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5. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde in jede Vertiefung 100l
Stopplésung zupipettiert. Die Reaktion wird durch Zugabe der

Stopplésung beendet. Dabei schlagt die blaue Farbe nach gelb um.

Die Intensitat der Farbung wurde photometrisch gemessen. Die Farbintensitat
war umgekehrt proportional zum Anti-HAV Titer der Serumprobe.

Auswertung:

Der Reagenzeinleerwert wurde von den Extinktionen der Kontrollen und
der Proben subtrahiert. Dies erfolgte automatisch mittels des Befehls
Lolank®.

- Von den Extinktionswerten der Doppelbestimmungen wurden die
Mittelwerte gebildet.

- Die Differenz der Extinktionsmittelwerte der positiven und negativen
Kontrollen musste mindestens 0,4 betragen, sonst war der Test nicht zu
verwerten.

- Die Extinktion der positiven Kontrolle durfte 0,15 nicht Gbersteigen, sonst
war der Test nicht zu verwerten.

- Es wurde ein Grenzwert errechnet, der sogenannte ,cut-off*, welcher

angabt, ob eine Probe posititv oder negativ war. Formel: (Extinktion der

positiv Kontrolle + Extinktionsmittelwerte der negativ Kontrollen) / 2.

Seren mit Extinktionswerten, die kleiner oder gleich dem Wert des ,cut-

off“ waren, galten als positiv. Hohere Werte als negativ.

Eine Abschatzung der Serumtiter konnte im quantitativen Testverfahren
erfolgen. Dazu wurden die Serumstandards 1, 2 und 3 mitgeflhrt. Die
Testdurchfihrung erfolgte wie oben erlautert.

Auswertung:

War die Extinktion der Probe gréBer als die Extinktion des Serumstandards 3 so
war der Titer kleiner als 100 mliU/ml.

Extinktionen von Proben, die zwischen den Serumstandards 3 und 2 lagen

wiesen Titer zwischen 300 und 100 mlU/ml auf.
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Der Antikorpertiter von Seren lag zwischen 500 und 300 mlU/ml bei
Extinktionen, die zwischen den Extinktionen der Serumstandards 2 und 1 lagen.
Titer gréBer als 500 mlU/ml hatten alle Proben, bei denen die Extinktion kleiner

als die Extinktion des Serumstandards 1 war.

3.4.3 HAV-Antigen-Enzymimmunoassay

Zur Durchfihrung des Assays wurde der gebrauchsfertige Test-Kit der Firma
Mediagnost benutzt. In dieser Arbeit wurde dieser Test durchgefthrt, um im
Uberstand der transfizierten Zellen Hepatitis A Viren nachzuweisen.

Das Prinzip des HAV-Antigen-EIA beruhte darauf, dass Virusantigen mit dem
auf der Testplatte gebundenen Antikérper reagierte, der gegen HAV-spezifische
Epitope gerichtet war. Es wurden weitere peroxidasemarkierte Antikdrper
(Konjugat) hinzugefligt, die gegen das gleiche Antigen gerichtet waren wie die
Festphasenantikérper und die an die vorhandenen Antikdrper-Antigen-
Komplexe banden. Nun wurde Substrat hinzugegeben, das von den
konjugierten Enzymen abgebaut wurde und durch einen blauen Farbausschlag
nachzuweisen war. Dieser Abbau wurde durch Zugabe von Saure gestoppt. Es
kam zum Farbumschlag von blau nach gelb. Die Farbintensitat war proportional
zum Antigengehalt und konnte photometrisch gemessen werden.

Zur Aufdeckung von Kontaminationen wurden jeweils sechs negative Kontrollen
mitgefUhrt. AuBerdem wurden ein Leerwert und zwei positive Kontrollen zur
Bestimmung der Testgultigkeit gemacht.

Testdurchfihrung:

1. In jede Vertiefung der Platte wurden 50ul Verdinnungspuffer gegeben.
Danach wurden in die Vertiefungen je 50ul der Kontrollen oder
Zellkulturiiberstand gegeben. Bei den Proben wurden immer
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Platte wurde mit Klebefolie
verschlossen und 2 Stunden bei 37°C inkubiert.

2. Es folgte ein Waschschritt bei dem die Platte 5 Mal mit Waschpuffer

gewaschen wurde.
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3. In jede Vertiefung wurden je 100ul der Konjungatlésung pipettiert und es
wurde erneut 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Wieder wurde die Platte 5 Mal mit Waschpuffer gewaschen.
In jede Vertiefung wurden 100ul der lichtempfindlichen Substratlésung
pipettiert und 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

6. Nun wurde in jede Vertiefung 100ul Stopplésung zupipettiert.

Die Ausmessung der Farbreaktion erfolgte mit dem Photometer bei 450 nm.
Der Reagenzienleerwert wurde von der Extinktion der Proben subtrahiert.

3.5 Messung der RNA-Konzentration

Die Nukleinsaurekonzentration und die Reinheit der isolierten RNA wurde durch
spektralphotometrische Messung mit Hilfe eines Photometers bestimmt. Die
Absorption einer Nukleinsaurelésung bei der Wellenldnge von 260 nm (A260)
ist der RNA-Konzentration direkt proportional. Die zusatzliche Messung bei
280nm (A280) gibt Aufschluss Uber UV-absorbierende Verunreinigungen der
Probe. Der Quotient A260/A280 sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Eine
Uberschreitung dieses Grenzwertes sollte vermieden werden, da ansonsten
keine lineare Abhangigkeit zwischen der Absorption bei 260 nm und der
Nukleinsaurekonzentration mehr gegeben ist. 40 pul des RNA Eluats wurden mit
40 pl Rnase-freiem Wasser (1:1) verdinnt und im Photometer gemessen. Die
Messungen wurden in speziellen Rnase-freien Klvetten gegen Rnase-freies
Wasser als Vergleichsprobe durchgefiihrt. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm
entspricht dabei 40 pg/ml RNA. Die RNA Konzentration der Probe lasst sich
durch folgende Formel berechnen:

40 x A260 x Verdinnungsfaktor = ug RNA/ml.
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3.6 Zellkulturarbeiten

Alle Zellkulturarbeiten wurden in einer sterilen Werkbank durchgefihrt. Um eine
Kontaminierung mit Bakterien und Pilzen zu verhindern, ist auf sauberes
steriles Arbeiten zu achten. Alle verwendeten Materialien wurden zuvor
autoklaviert.

Alle Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und
einem CO>-Gehalt von 5% in Zellkulturflaschen kultiviert. Die verwendeten
MRC-5 Zellen wurden als adharente Monolayerkulturen in MEM-Kulturmedium
unter Zusatz von 5% Kalberserum, 1 mM Sodium Pyruvate, 1 mM Non
Essential Amino Acids und 1 mM Penicillin/Streptomycin angeziichtet. Die
Konfluenz der Zellen wurde regelmaBig mikroskopisch beurteilt. Der
Medienwechsel erfolgte dreimal wdchentlich, sofern die Zelldichte noch nicht
Uberschritten war. Nach leichtem Schwenken der Zellkulturflasche wurde das
Nahrmedium mit Hilfe einer Stabpipette vorsichtig abgesaugt und damit
gleichzeitig nicht adharente Zellen entfernt. AnschlieBend wurde das zuvor
entnommene Volumen durch frisches auf 37°C vorgewarmtes Zellkulturmedium
ersetzt.

Die Kulturen wurden bei Erreichen der optimalen Zellkonfluenz passagiert, um
die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten. Dazu wurde das
Kulturmedium zunachst komplett abgsaugt. Die Ablésung der Zellen von der
Oberflache der Zellkulturflaschen erfolgte durch die Zugabe von 2 ml Trypsin.
Trypsin ist eine Protease, die z.B. Membranproteine, welche die Anhaftung der
Zellen an der Zellkulturflasche vermitteln, spaltet. Die Zellen wurden dann fir
circa 5 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Bearbeitungszeit wurde
moglichst gering gehalten, da durch Trypsin auch lebenswichtige Proteine der
Zellen verdaut werden. Daher wurde der Grad der Ablésung regelmassig
mikroskopisch kontrolliert und das Ablésen der Zellen gegebenenfalls
mechanisch durch leichtes Klopfen an der Kulturflasche unterstitzt. Nach
vollstdndigem Ablésen der Zellen wurde die enzymatische Proteolyse durch
Zugabe von FCS-haltigem Medium gestoppt. Die Zellen wurden in ein steriles
Réhrchen Uberfuhrt und abzentrifugiert. Das Zellprazipitat wurde anschlieBend
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in frischem Medium resuspendiert und im Verhéltnis zur Ausgangsmenge 1:4

verdinnt in neue sterile Zellkulturflaschen eingeséat.

3.7 Transfektion

Fir die Transfektion der MRC-5 Zellen mit Patientenserum wurde das
ProFection® Mammalian Transfection System der Firma Promega benutzt.
Die RNA aus dem Serum wurde mit dem High Pure Viral RNA Kit der Firma
Roche extrahiert.
Als positive Kontrolle wurde extrahierte RNA des Saatpools HEK-8/HFS-23/
MRC5-6 4/2000 verwendet. Von dieser Kontrolle wurde der RNA Gehalt mittels
Photometer gemessen und es wurden verschiedene Mengen RNA auf die
Vertiefungen gegeben: 0,0625ug, 0,125ug, 0,25ug, 0,5ug, 1ug, 4ug.
Die Transfektion wurde geman dem Protokoll durchgefihrt:
1. Die MRC-5 Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion auf die 6-well
Platten ausgesat.
Die Reagenzien wurden auf 37°C erwarmt.
Der Transfektionsmix wurde folgendermafen vorbereitet:
- negative Kontrolle: 225ul Puffer + 25ul DEAE-Dextran
- Proben: 175ul Puffer + 25ul DEAE-Dextran + je 50ul RNA Eluat
- positive Kontrolle: 205ul Puffer + 25ul DEAE-Dextran + je 20ul
der positiven Kontrolle in verschiedenen Konzentrationen
Der Uberstand wurde abgenommen.
Die Zellen wurden 2 mal mit je 2,5 ml PBS gewaschen.
Der Transfektionsmix wurde aufgegeben wund es folgte ein
Inkubationsschritt 30 Minuten im Brutschrank bei 37°C.
7. Danach wurden in jede Vertiefung je 0,75ml Nahrmedium gegeben und
weitere 2,5 Stunden inkubiert.
8. Nun wurde das RNA-Gemisch abgenommen und die Zellen wurden mit
PBS gewaschen.
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9. In jede Vertiefung wurde 1 ml eines Gemisches aus Medium und
foetalem Kalberserum gegeben. Der Anteil von foetalem Kalberserum
betrug dabei 10%.

Der Medienwechsel erfolgte zweimal wdéchentlich. Nach leichtem Schwenken
der Zellkulturflasche wurde das N&hrmedium mit Hilfe einer Stabpipette
vorsichtig abgesaugt. AnschlieBend wurde das zuvor entnommene Volumen
durch frisches auf 37°C vorgewarmtes Zellkulturmedium ersetzt.

Der abgenommene Uberstand wurde in 2,0 ml ReaktionsgefaBe gegeben und
bei -20°C eingefroren. Um nachzuweisen, ob sich das Virus in den Zellen
repliziert, wurde der Uberstand regelmé&Big mit Hilfe eines HAV-Antigen-EIA der
Firma Mediagnost getestet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Patientenseren auf Antikérper und RNA

15 Seren von verschiedenen Patienten, die zu verschiedenen Zeitpunkten der
Hepatitis A Infektion von Patienten abgenommen worden waren, wurden auf
IgM- und IgG-Antikérper untersucht. Mithilfe einer RT/PCR wurden die Seren
auf Hepatitis A Virus RNA untersucht. Die Seren wurden fortlaufend mit den
Zahlen von 1 bis 15 nummeriert. Jede Zahl steht hierbei fir ein anderes

Patientenserum.

4.1.1 Ergebnisse der Anti-HAV-IgM Titer Untersuchung

Das Serum von 15 Personen wurde auf IgM-Antikdrper untersucht und ihr Titer
bestimmt.

Die Durchfihrung der Tests erfolgte nach der in Kap. 3.4.1 beschriebenen
Methode: Enzymimmunoassay.

Im durchgefihrten Test betragt der Wert der positiven Kontrolle 1,06, die
Extinktion der negativen Kontrolle 0,012. Der daraus berechnete ,cut-off*
betragt 0,33. Das Ergebnis zeigte, dass 8 der untersuchten Seren eine
Extinktion gréBer als 0,33 hatten. Hier liegt ein positives Testergebnis vor.

In den Seren 2, 3, 8, 9, 13, 14 und 15 liegt die gemessene Extinktion unter dem
,cut-off. Das Testergebnis ist negativ fir IgM-Antikérper. Sind keine IgM-
Antikdrper im Serum nachweisbar, so spricht dies gegen eine akute Infektion
mit dem Hepatitis A Virus.

Die folgende Tabelle zeigt die gemessenen Extinktionswerte. In der zweiten

Spalte werden die positiven Proben mit einem + markiert, wahrend bei einem

negativen Testergebnis ein — eingetragen ist.
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Tabelle 4 Ergebnisse des IgM ELISA

Serum anti-HAV-IgM EIA
Extinktion qualitatives Ergebnis

PK 1,06

NK 0,012

1 0,058 +

2 0,013 -

3 0,015 -

4 0,737 +

5 0,679 +

6 0,481 +

7 0,290 +

8 0,230 -

9 0,018 -

10 0,872 +

11 0,857 +

12 0,926 +

13 0,047 -

14 0,079 -

15 0,010 -

( + positives Testergebnis; - negatives Testergebnis)

Positiv fir IgM-Antikérper waren die Seren mit den Nummern 1, 4, 5, 6, 7, 10,
11 und 12. Die Serumproben stammen von Personen, die zum Zeitpunkt der
Probenentnahme eine akute oder kirzlich abgelaufene Hepatitis A Infektion

hatten.

4.1.2 Ergebnisse der Anti-HAV Titer Untersuchung

Zeichen einer Immunitat gegen HAV ist ein hoher Gesamt-Antikdrper-HAV-

Titer. Dieser dient als Nachweis einer durchgemachten Infektion, aktiver
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Impfung oder passiver Immunglobulingabe. Der Titer entspricht dem Gehalt an
IgG-Antikérpern, enthalt aber auch einen kleinen Teil an IgA.

Diese Antikérper vermitteln eine lebenslange Immunitat gegen das Virus. Der
minimale schitzende Titer liegt nach bisherigen Erkenntnissen bei 10-30
mlU/ml. Um die Immunitatslage der 15 Seren zu bestimmen wurde aus ihnen
der Gesamt-Antikérper-HAV-Titer bestimmt.

Die Durchfihrung der Antikérper-Titerbestimmung erfolgte nach der in Kap.

3.4.2. beschriebenen Methode mittels Enzymimmunoassay.

Tabelle 5 zeigt die gemessenen Extinktionswerte.

Bei der Testdurchfihrung liegt der ,cut-off* bei (0,029+0,496)/2=0,26.

Da bei allen untersuchten Seren die Extinktion unter dem berechneten ,cut-off*
Wert liegt, sind sie als positiv zu bewerten.

Im quantitativen Testverfahren kann der Anti-HAV-Titer anhand der
Serumstandards (SS) aus der Testpackung bestimmt werden. Ist die Extinktion
der Serumproben kleiner als die Extinktion des Serumstandards 1, so ist der
HAV-Antikérper-Titer des Serums grdBer als 500mIU/ml. Tabelle 5 zeigt das
Ergebnis des quantitativen Testes. Bei 13 der 15 Proben betragt der Titer mehr
als 500mlU/ml. Dieses Ergebnis zeigte sich bei 13 Proben mit den Nummern 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 13 und 14. Die Extinktionen der Serumproben 12
und 15 liegen zwischen den Serumstandards 1 und 2. Der Antikoérper-Titer

dieser Seren liegt also zwischen 500 und 300mIU/ml.
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Tabelle 5 Ergebnisse Anti-HAV EIA

Serum anti-HAV EIA
Extinktion quantitativerTiter
PK 0,029
NK 0,496
SS 1 0,043
SS 2 0,102
SS3 0,150
1 0,013 >500mIU/ml
2 0,007 >500mIU/ml
3 0,020 >500mIU/ml
4 0,015 >500mIU/ml
5 0,023 >500mIU/ml
6 0,010 >500mIU/ml
7 0,018 >500mIU/ml
8 0,034 >500mIU/ml
9 0,016 >500mIU/ml
10 0,020 >500mIU/ml
11 0,021 >500mIU/ml
12 0,065 zw. 300 und 500mIU/ml
13 0,020 >500mIU/ml
14 0,030 >500mIU/ml
15 0,045 zw. 300 und 500mIU/ml
4.1.3 RT/PCR

Zum Nachweis von Hepatitis A Virus RNA in den 15 verschiedenen Seren
wurde eine RT/PCR durchgefiihrt. Aus den 15 verschiedenen Seren wurde
mittels High Pure Viral RNA Kit die Hepatitis A Virus RNA extrahiert. Die
Vorgehensweise wurde in Methoden 3.1 erldutert.
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Danach wurde eine RT/PCR mit den Primern P66/N848 durchgeflihrt, die ein
negatives Ergebnis zeigte. Das heiBt in einer DNA-Agarosegelelekirophorese

waren keine Amplifikate mit einer Ldnge von 782bp nachweisbar.

Daher wurde das bei der RT/PCR gewonnene Produkt zur weiteren
Amplifikation fir eine zweite Runde mit den Primern N724/P124 eingesetzt. Die
Durchfihrung wurde in Kapitel 3.2.2 beschrieben. Die bei der nested-PCR
benutzten Primer (N724/P124) binden an Abschnitten der DNA, die innerhalb
des ersten Primerpaares N848/P66 liegen. Die amplifizierten DNA-Fragmente
wurden mittels DNA-Agarosegelelektrophorese nach ihrer GréBe aufgetrennt

und analysiert.

Abbildung 3 zeigt das Ergebnis der nested-PCR der Proben 1, 2, 3, und 4. In
den Spuren der Proben 1 und 2 zeigten sich Banden mit der Lange von 600

Basenpaaren, was der erwarteten Lange der PCR Produkte entsprach.

Abbildung 4 zeigt das Ergebnis der nested-PCR der Proben 5, 6, 7, 8 und 9. Es
zeigen sich auch nach der zweiten Runde keine Banden mit der Lédnge von
600bp.

Abbildung 5 zeigt das Ergebnis der nested-PCR der Proben 10, 11, 12, 13, 14
und 15. In der Spur der Probe 12 zeigte sich eine Bande mit einer Lange von
600 Basenpaaren. In den Spuren der Proben 10, 11, 13, 14 und 15 zeigen sich
auch nach der zweiten Runde keine Banden mit der Lange von 600

Basenpaaren.
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Abb. 3 Elektrophoretische Analyse der PCR Produkte

M NK NK NK 1 2 3 4

1018 bp
600 bp

Abb. 4 Elektrophoretische Analyse der PCR Produkte

MNKNKNKS5 6 7 8 9

1018 bp
506/517 bp
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Abb. 5 Elektrophoretische Analyse der PCR Produkte

M NK NK NK 10 11 12 13 14 15

1018 bp
600 bp

Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse der RT-PCR mit den Primern N848/P66 und die
Ergebnisse der nested-PCR mit den Primern N724/P124.

Dargestellt durch ein plus sind dabei alle Seren, bei denen Hepatitis A Virus
RNA im Serum nachweisbar war. Nach elektrophoretischer Auftrennung im
Agarose-Gel zeigte sich ein Amplifikat mit der erwarteten Lange. Die mit minus
gekennzeichneten Seren sind negativ.
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Tabelle 6 Ergebnisse RT/PCR

PCR 1. Runde PCR 2. Runde
1 - +
2 - +
3 - -
4 - -
5 - -
6 - -
7 - -
8 - -
9 - -
10 - -
11 - -
12 - +
13 - -
14 - -
15 - -

Da die drei Seren erst durch die nested PCR positiv wurden, kann daraus
geschlossen werden, dass nur eine kleine Menge an RNA darin enthalten ist.
Deshalb wurde nach einer Methode gesucht, mit der es gelingt, das Virus
anzureichern und die Ausbeute an RNA fir anschlieBende Experimente zu

verbessern.

4.2 Anreicherung der HAV RNA in den Seren

FOr nachfolgende Experimente sollen die Menge an RNA in den Seren
angereichert werden. Daher wurde eine Methode entwickelt, mit der es méglich
ist, Virus durch Zentrifugation anzureichern. Dadurch kann bei anschlieBender
Extraktion eine Anreicherung von RNA zu erzielt werden.
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Die Vorarbeiten wurden mit verschiedenen Pools von inaktiviertem Hepatitis A
Virus durchgefihrt. Es wurden vier verschiedene Pools verwendet. Die
verschiedenen HAV-Pools wurden mit je einer Zahl von 1 bis 4 nummeriert:

1- Charge 0028

2- Charge 0032

3- Charge 0042

4- Charge 0045
Die RNA wurde mit dem High Pure Viral RNA Kit extrahiert. Die Extraktion
wurde wie in Methoden 3.1 beschrieben, durchgeflihrt. Es wurden je 200 pl der

verschiedenen Pools fir die Nukleinsdure-Extraktion verwendet.

4.2.1 Optimierung der RT/PCR

Zur Ermittlung der optimalen RT/PCR-Bedingungen wurden die vier Pools von
inaktiviertem Hepatitis A mit unterschiedlichen Primer-Kombinationen
untersucht. Folgende Primerkombinationen wurden verwendet:

- N537/P452 und

- N848/P66.

Die eingesetzte RNA-Menge sowie die eingesetzte Menge an Primer, Puffer,
dNTPs und Wasser war pro Ansatz die gleiche. Die Annealing-Temperatur
betragt bei dem Primerpaar N537/P452 57°C, bei dem Paar N848/P66 58°C, da
sich dies in friheren Untersuchungen bewahrt hat. Die Durchflhrung der
RT/PCR wurde in Methoden 3.2 beschrieben.

Die vier verschiedenen Chargen des inaktiven Hepatitis A Pools wurden mit
beiden Primerpaaren untersucht.  Von  jeder Charge  wurden
Doppelbestimmungen durchgeflhrt.

Die  amplifizierten = DNA-Fragmente  wurden mittels = DNA-Agarose-

Gelelektrophorese nach ihrer GréBe aufgetrennt und analysiert.
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4.2.1.1 RT/PCR mit den Primern N537/P452
Nach der Durchfihrung der RT/PCR mit den Primern N537/P452 ist eine Bande

von 85 Basenpaaren zu erwarten. Da das DNA Fragment sehr klein ist, erfolgte
die Auftrennung auf einem 2% Agarose-Gel in TBE Puffer.
Abbildung 6 zeigt das Ergebnis:

Abb. 6 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N537/P452

M NK NK 1 1T 2 2 3 3 4 4

506/517 bp
85 bp

(M- Marker, NK- negative Kontrolle, 1-Charge 0028, 2- Charge 0032, 1-Charge
0042, 2- Charge 0042)

In allen 8 Spuren zeigte sich eine deutliche Bande an der erwarteten Stelle. Es
wurde also in jeder Reaktion ein DNA Fragment mit einer Lange von 85
Basenpaaren amplifiziert.

Mit den Primern N537/P452 Iasst sich Hepatitis A Virus RNA in allen vier Pools

nachweisen.

4.2.1.2 RT/PCR mit dem Primerpaar N848/P66

Die vier Pools wurden nun mit den Primern N848/P66 auf Hepatitis A Virus
RNA untersucht. Bei Durchfiihrung der RT/PCR mit dem Primerpaar N848/P66
hat das amplifizierte DNA Fragment eine Lange von 782 Basenpaaren.

Nach Auftrennung der PCR Produkte auf einem 1% Agarose-Gel in TAE Puffer

zeigten sich nur zwei positive Banden an der zu erwartenden Stelle. Diese sind
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deutlich schwacher als die Banden, die mit dem ersten Primerpaar entstanden

sind.

Abbildung 7 zeigt die Darstellung des durchgefiuhrten PCR nach

Gelelektrophorese:

Abb. 7 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N848/P66

M NKNK NK 1T 1 2 2 3 3 4 4

1018 bp
782 bp

(M- Marker, NK- negative Kontrolle, 1-Charge 0028, 2- Charge 0032, 1-Charge
0042, 2- Charge 0042)

Die beiden sichtbaren Banden stammen von demselben inaktivierten Hepatitis
A Pool mit der Nummer 2 ab. Nur in diesem Pool lieB sich Hepatitis A Virus
RNA nachweisen. Die Spuren der anderen drei verwendeten Pools mit den
Nummern 1, 3 und 4 zeigten keine Banden.

Mit den Primern N848/P66 war also nur in einem der vier Seren Hepatitis A
Virus RNA nachweisbar.

Die aus den 4 inaktivierten Hepatitis A Virus Pools extrahierte Hepatitis A Virus
RNA l&sst sich also mittels RT/PCR sicher mit den Primern N537/P452
amplifizieren, wahrend unter Verwendung des Primerpaares N848/P66 nur die
Hepatitis A Virus RNA von einem einzigen Pool amplifiziert werden konnte.
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Daher wurde bei allen weiteren Arbeiten mit den inaktivierten Hepatitis A Virus
Pools die Primer N537/P425 verwendet.

4.2.2 Anreicherung von HAV durch Zentrifugation bei einem Pool
mit inaktiviertem HAV

Es wurde versucht, das inaktivierte Virus des Hepatitis A Pools durch
Zentrifugation anzureichern und dadurch mit anschlieBender Extraktion eine
Anreicherung von RNA zu erzielen.

Um das Virus mittels Zentrifugation besser anreichern zu kénnen, wurde es an
Hepatitis A Virus Antikérper gebunden. Die Antikdrper stammten aus dem
Serum einer Person mit positivem IgG-Titer. Durch die Bindung von Antikérpern
an das Antigen entstehen gréBere und schwerere Komplexe, die sich besser
abzentrifugieren lassen als das ungebundene Virus. Um herauszufinden, ob die
Antikdrperkonzentration fir das Ergebnis eine Rolle spielt, wurden zwei
verschiedene Antikdrper-Konzentrationen verwendet.

In einem ersten Ansatz wurde zu 20ul inaktivem HAV Pool 180pl unverdinntes
Serum gegeben, das flir Hepatitis A Virus Antikdrper positiv ist.

In einem zweiten Ansatz wurde das Serum mit den Antikérpern 1:10 mit PBS
verdinnt.

Beide Anséatze wurden doppelt pipettiert und je ein Ansatz diente als Kontrolle.
Zur Bindung der Antikérper an das Hepatitis A Virus wurden alle vier Ansatze
2h bei 37°C und anschlieBend Gber Nacht bei 4°C inkubiert.

Nach dem Inkubationsschritt wurde dann je ein Ansatz mit verdinnten und
unverdinnten Antikérpern ohne vorherige Zentrifugation extrahiert und das
Eluat in die RT/PCR eingesetzt. Diese beiden Ansatze dienten als Kontrolle.

Die beiden anderen Anséatze wurden vor der Extraktion in der Kihlzentrifuge bei
4°C und 12000rpm 3 Stunden lang zentrifugiert. Danach war am Boden beider
EppendorfgefaBe ein groBes, weiBes Pellet sichtbar.

Der Uberstand wurde abgenommen. Er wurde extrahiert und das Extraktions-
Eluat wurde fir die RT/PCR weiterverwendet.
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Die Pellets wurden in 200ul PBS aufgenommen, gevortext und resuspendiert.
AnschlieBend wurde die RNA extrahiert und in eine RT/PCR eingesetzt.
(Extraktion und RT/PCR wie in Methoden 3.1 und 3.2.1 beschrieben).

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht (iber die sechs Proben:

. Kontrolle 1: inaktiviertes HAV+ verdiinntes Serum; nicht zentrifugiert

. Uberstand nach Zentrifugation von inaktiviertem HAV+ verdiinntem Serum
. Pellet nach Zentrifugation von inaktiviertem HAV+ verdinntem Serum

. Kontrolle 2: inaktiviertes HAV+ unverdiinntes Serum; nicht zentrifugiert

. Uberstand nach Zentrifugation von inaktiviertem HAV+ unverdiinntem Serum

oo O A WO =

. Pellet nach Zentrifugation von inaktiviertem HAV+ unverdiinntem Serum

Aus allen sechs Proben wurde die Hepatitis A Virus RNA extrahiert und in eine
RT/PCR mit den Primern N537/P452 eingesetzt. Wie in Kapitel 4.2.1.1
beschrieben wurde, lasst sich die RNA aus den Pools von inaktiviertem
Hepatitis A Virus mit diesen Primern sicher nachweisen.

Abbildung 8 zeigt die anschlieBende DNA-Agarose-Gelelektrophorese:

Abb. 8 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte

1018 bp

506/517 bp

85 bp

M NKNK 1 2 3 4 5 6 PK
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In den Spuren der Proben 1, 3, 4, und 6 zeigten sich Banden mit einer GréBe
von 85 Basenpaaren. In den Spuren der negativen Kontrollen und der Proben 2
und 5 waren keine Banden zu sehen.

Wie zu erwarten, waren die Kontrollen, bei denen zu inaktiviertem Hepatitis A
Virus Antikérper in verschiedenen Konzentrationen gegeben wurden, und die
nicht zentrifugiert wurden, positiv. Man sieht dies an den Banden in den Spuren
1 und 4. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Ansatzen, die mit
verdiinntem und unverdinntem Serum, also unterschiedlichen
Antikdrperkonzentrationen, inkubiert wurden.

Bei den beiden Ansétzen, die zuvor zentrifugiert wurden, zeigte sich, dass der
Uberstand keine RNA mehr enthielt. In den Spuren dieser Anséatze (2 und 5)
sind keine Banden sichtbar.

Die RT/PCRs, bei denen als Probe das gel6éste Pellet diente, waren positiv.

Dies ist gut an den Banden in den Spuren 3 und 6 zu erkennen.

Mit diesem Versuchsansatz konnte gezeigt werden, dass durch Zentrifugation
von Antigen-Antikbrper Komplexen das Virus abzentrifugiert und so
angereichert werden kann. Nach der Zentrifugation l&sst sich im Uberstand
keine RNA mehr nachweisen. Das Hepatitis A Virus wird im Komplex

abzentrifugiert und findet sich danach im Pellet wieder.

4.2.3 Anreicherung von Hepatitis A Virus RNA durch Zentrifugation

bei Patientenseren

Nun wurde untersucht, ob eine Anreicherung von Hepatitis A Virus durch
Zentrifugation auch in den 15 untersuchten Seren mdglich ist. Alle Seren sind
bereits Antikdrper gegen HAV (anti-HAV) positiv wie unter Kapitel Ergebnisse
4.1.1 und 4.1.2 beschrieben. Daher wurde davon ausgegangen, dass diese an
das Antigen im Serum gebunden haben und der Inkubationsschritt zur Bildung
von AG-AK- Komplexen wie in 4.2.2 durchgeflhrt, entfallen konnte.

Zur Anreicherung von Hepatitis A Virus wurden je 200ul der Seren in der
Kihlzentrifuge bei 4°C und 12000rpm 3 Stunden lang zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde abgenommen. Zu dem entstandenen Pellet wurden 200yl
PBS in das EppendorfgefdB gegeben und durch vortexen wurde das Pellet
resuspendiert. Wie in dem Vorversuch gezeigt, lasst sich nach Zentrifugation
keine Hepatitis A Virus RNA mehr im Uberstand nachweisen.

Das in 200ul PBS resuspendierte Pellet wurde wie in 3.1 beschrieben fir die
RNA Extraktion weiterverwendet. Die extrahierte RNA wurde in 50ul Elution
Buffer eluiert. Danach wurden 5ul des Eluats in die RT/PCR mit den Primern
N848/P66 eingesetzt. (Durchfihrung s. Methoden 3.1).

Die hierbei amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels DNA-Agarose-
Gelelektrophorese nach ihrer GréBe aufgetrennt und analysiert (s. Abbildung 9).
In der Spur des Patientenserums mit der Nummer 13 ist eine deutliche Bande
zu erkennen. Die Ausgangsmenge an RNA in diesem Serum war ausreichend,
um sie mittels RT/PCR zu amplifizieren und danach gelelektrophoretisch
darzustellen. Die Bande hatte eine Lange von 782 Basenpaaren, was der
erwarteten Lange entsprach. Bei allen anderen 14 untersuchten Proben war
keine Bande sichtbar.

Abb. 9 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N848/P66

M NK NK 9 10 11 12 13 PK

1018 bp
782 bp
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Bei den Patientenseren, bei denen nach der RT/PCR mit den Primern
N848/P66 keine Bande sichtbar war, wurde eine nested PCR mit den Primern
N724/P124 angeschlossen (Durchfihrung s. Methoden 3.2). Das Produkt der
RT/PCR mit den Primern N848/P66 diente als Template fir eine zweite PCR.
Die Abbildungen 10, 11 und 12 zeigen die elektrophoretischen Analysen der
nested PCR.

Abbildung 10 zeigt das Ergebnis der nested PCR der Proben 1-8. Bei den
Proben 1, 2 und 4 wurde in der 5’NTR ein 600 bp langes Stlick des Hepatitis A
Virus Genoms amplifiziert.

Abbildung 11 zeigt das Ergebnis der nested PCR der Proben 9-11. Bei den
Proben 10 und 11 wurde in der 5’NTR ein 600 bp langes Stick des HAV
Genoms amplifiziert.

Abbildung 12 zeigt das Ergebnis der nested PCR der Proben 12, 14 und 15.
Das Amplifikat der Primer N724/P124 ist 600 bp lang und zeigt bei Probe 14
eine Bande. Da Probe 13 bereits in der ersten Runde positiv war, wurde keine
nested PCR mehr durchgeflhrt.

Abb. 10 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

MNKNKNK1 2 3 4 5 6 7 8

1018 bp
600 bp
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Abb. 11 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

M NK NK NK 9 10 11

1018 bp
600 bp

Abb. 12 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

M NK NK NK 12 14 15

1018 bp
600 bp

Die Proben 1, 2, 4, 10, 11, 12 und 14 zeigen in diesen Abbildungen eine Bande
mit der GréBe von 600 Basenpaaren. Dies entspricht der erwarteten Lange.
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Nachfolgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der RT/PCR Reaktionen und die
Ergebnisse der nested PCR, die mit den Patientenseren durchgefihrt wurden,

die zuvor zentrifugiert wurden:

Tabelle 7 Zusammenfassung der Ergebnisse der RT/PCR

PCR 1. Runde PCR 2. Runde
1 - +
2 - +
3 - -
4 - +
5 - -
6 - -
7 - -
8 - -
9 - -

—t

o
1

+

—h

—t
1

+

—h

N
1

+

—t
w
+

—h

H
1

+

-
(3}
1
1

Die Probe mit der Nummer 13 wurde mit dem Primern P66/N848 positiv. Die
Proben 1, 2, 4, 10, 11, 12 und 14 zeigten erst nach Durchflihrung der nested
PCR eine Bande mit einer Gr6Be von 600 Basenpaaren. Die Proben 3, 5, 6, 7,

8, 9 und 15 zeigten ein negatives Ergebnis.
Um besser zeigen zu kdnnen, dass Hepatitis A Virus RNA durch Zentrifugation

der Seren angereichert werden kann, werden in der folgenden Tabelle die
RT/PCR Ergebnisse vor und nach Zentrifugation nebeneinander dargestellt:
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Tabelle 8 Vergleich der RT/PCR Ergebnisse vor und nach Zentrifugation

PCR 1. Runde PCR 2. Runde
vor nach vor nach
Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation | Zentrifugation
1 - - + +
2 - - + +
3 - - - -
4 - - - +
5 - - - -
6 - - - -
7 - - - -
8 - - - -
9 - - - -
10 - - - +
11 - - - +
12 - - + +
13 - + -
14 - - - +
15 - - - -

(+: positives Ergebnis; -: negatives Ergebnis)

Ohne Zentrifugation zeigte keine der 15 Proben nach durchgefihrter RT/PCR
mit den Primern N848/P66 eine Bande (0/15).

Nach der Zentrifugation der Seren war die Probe mit der Nummer 13 nach
durchgefihrter RT/PCR mit den Primern N848/P66 positiv. Es war also méglich,
durch Zentrifugation das Virus im Pellet anzureichern und nachzuweisen (1/15).

Die anderen 14 untersuchten, vorher zentrifugierten Seren zeigten keine Bande

nach dieser RT/PCR.

In 3 der 15 Seren konnte das Virus ohne vorherige Zentrifugation nach
durchgeflihrter nested PCR dargestellt werden. Die Seren 1, 2 und 12 zeigten

nach Durchflihrung der nested PCR eine Bande (3/15).
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Nach Zentrifugation waren die Seren 1, 2, 4, 10, 11, 12 und 14 positiv,
nachdem das PCR-Produkt der ersten Runde als Template fir die nested PCR

weiterverwendet wurde.

Dieses Ergebnis zeigte, dass das Virus mit Hilfe der Zentrifugation angereichert

werden konnte.

4.3 Untersuchung der Seren mit verschiedenen Primern

Da der Versuch von inaktivierten Hepatitis A Virus Pools und den
verschiedenen Primerpaaren ergeben hat, dass bei den Primern mit dem PCR
Produkt von 85bp (N537/P452) mehr Pools mit inaktiviertem Hepatitis A Virus
positiv waren als mit dem Primerpaar N848/P66 wurde dies nun auch an den
Seren ausgetestet.

Far diese Vergleiche standen 36 verschiedene Seren zur Verfigung, wobei die
Seren 1 bis 15 den Seren der vorhergehenden Versuchen entsprachen.

Die RNA wurde aus den Seren mit dem High Pure Viral RNA Kit, wie in
Methoden 3.1 beschrieben, gewonnen. Diese wurde dann mittels RT/PCR
amplifiziert (s. Methoden 3.2).

Der Vergleich der verschiedenen Primer wurde an Seren durchgefiihrt, die

zuvor nicht zentrifugiert wurden.

4.3.1 RT/PCR mit den Primern P66/N848 und N724/P124

Zunéachst wurden bei allen 36 Seren eine RT/PCR mit den Primern P66/N848
durchgefihrt.

Nach Durchfihrung zeigten sich bei Darstellung durch die DNA-Agarose-
Gelelektrophorese keine Banden (0/36) (das Ergebnis der Proben 1-15 zeigt
bereits die Tabelle 6).

Deshalb wurde mit den Proben eine nested PCR mit dem Primerpaar
N724/P124 durchgefihrt.

Die  amplifizierten = DNA-Fragmente  wurden mittels = DNA-Agarose-
Gelelektrophorese nach ihrer GréBe aufgetrennt und analysiert.
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Die Seren 1, 2, 12, 22, 24, 25, 27, 28, 29, 33 und 35 waren positiv fir Hepatitis
A Virus RNA (das Ergebnis der Proben 1-15 zeigt bereits Tabelle 6). Es waren
also 11 der 36 Seren positiv. In den Spuren dieser Proben zeigten sich Banden
mit der Lange von 600 Basenpaaren, was der erwarteten Lange der PCR

Produkte entsprach.

Abb. 13 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

M NK NK NK 1 2 3 4

1018 bp
600 bp

Abb. 14 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

M NK NK NK 5§ 6 7 8 9

1018 bp
506/517 bp
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Abb. 15 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

M NK NK NK 10 11 12 13 14 15

1018 bp
600 bp

Abb. 16 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

M NK NK NK 16 17 18 19 20 21 22 23

1018 bp
600 bp
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Abb. 17 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

M NK NK NK 24 25 26 27 28

1018 bp
600 bp

Abb. 18 Elektrophoretische Analyse der nested-PCR Produkte mit den Primern
N724/P124

M NKNKNK29 30 31 32 33 34 3536

1018 bp
600 bp
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4.3.2 RT/PCR mit den Primern N537/P452

AnschlieBend wurden die RNA Eluate der 36 Seren fir eine RT/PCR mit den
Primern N537/P452 eingesetzt. Die Produkte der RT/PCR wurden auf ein 2%
Agarose Gel in TBE Puffer aufgetragen und photographiert. Bei den Proben 12
und 13 zeigten sich Banden mit einer Lange von 85 Basenpaaren. Mit diesem
Primerpaar waren 2 der 36 Seren positiv.

Die folgenden Bilder zeigen die Ergebnisse der RT/PCR:

Abb. 19 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N537/P452

M NK NK 1 2 3 4 PK

1018 bp
506/517 bp

85 bp

Abb. 20 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N537/P452

M NK NK 5 6 7 8 9

1018 bp
506/517 bp
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Abb. 21 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N537/P452

M NK NK 10 11 12 13 14 15

1018 bp
506/517 bp

85 bp

Abb. 22 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N537/P452

M NK NK16 17 18 19 20 21 22 23

1018 bp
506/517 bp
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Abb. 23 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N537/P452

M NK NK 24 25 26 27 28 29 30 31

1018 bp
506/517 bp

Abb. 24 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte mit den Primern N537/P452

M NK NK 32 33 34 35 36

1018 bp
506/517 bp

Um die Ergebnisse RT/PCRs mit den Primern N537/P452 besser mit den
Ergebnissen RT/PCR mit den Primer N848/P66 (2. Runde: N724/P124)

vergleichen zu kénnen, werden sie zusammen in einer Tabelle dargestellt.
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Serum Nr.

N537/P452

N724/P124

O Nl O O | W N =

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30
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31 - -

32 - -

33 - +

34 - -

35 - ;

In der ersten Runde mit dem Primerpaar N848/P66 war keines der 36 Seren
positiv.

Positiv sind nach Durchfihrung der nested PCR unter Verwendung des
Primerpaares N724/P124 insgesamt 11 der 36 Seren mit den Nummern 1, 2,
12, 22, 24, 25, 27, 28, 29, 33 und 35.

Mit den Primern N537/P452 waren die Seren mit den Nummern 12 und 13
positiv.

Das Serum mit der Nummer 12 lie3 sich mit beiden Primerpaaren amplifizieren.
Serum Nummer 13 zeigte nur eine Bande nach Durchfiihrung der PCR mit dem
Primerpaar N537/P452 wahrend es mit den Primern N724/P124 keine Bande
zeigte.

Dieses Ergebnis macht deutlich, dass die Amplifikation der Hepatitis A Virus
RNA mit den Primern N742/P124 bei der nested PCR sensitiver ist, als die
Verwendung des Primerpaares N537/P452. Allerdings lieB sich durch die
RT/PCR Hepatitis A Virus RNA im Serum mit der Nummer 13 nachweisen,
wahrend es nach nested PCR keine Bande zeigte. Ein Grund hierflr kdénnte
sein, dass das amplifizierte DNA Fragment bei diesem Primerpaar viel kleiner
ist. Es hat nur eine Lange von 85 Basenpaaren.
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4.4 Transfektion

MRC-5 Zellen sollten mit Hepatitis A Virus RNA, die aus Seren infizierter
Patienten gewonnen wurde, transfiziert werden.

Fir die Transfektion wurde extrahierte Hepatitis A Virus RNA aus 8
verschiedenen Hepatitis A Virus positiven Seren verwendet. Namlich die
Proben 1, 2, 4,10, 11, 12, 13 und 14. Diese Seren wurden ausgesucht, weil bei
ihnen das Hepatitis A Virus durch Zentrifugation angereichert und die Virus
RNA mittels RT/PCR amplifiziert werden konnte. Das Serum mit der Nummer
13 zeigte nach Durchfiihrung der RT/PCR schon in der 1. Runde mit dem
Primerpaar N848/P66 nach elektrophoretischer Darstellung eine Bande (s.
Ergebnisse 4.2.3).

Die Proben 1, 2, 4, 10, 11, 12 und 14 zeigten nach Durchfihrung der nested-
PCR mit den Primern N724/P124 nach Agarose-Gelelektrophorese eine Bande
(s. Ergebnisse 4.2.3).

Es konnte im Kapitel 4.2.3 ,Anreicherung von HAV Virus durch Zentrifugation®
gezeigt werden, dass sich das Virus in den Seren durch Zentrifugation
anreichern lasst und damit auch eine Anreicherung von Hepatitis A Virus RNA
durch die Extraktion stattfindet. Um die Virus RNA in den fir die Transfektion
verwendeten Seren anzureichern, wurden die Seren vorher abzentrifugiert.
Dabei wurde folgendermaf3en vorgegangen.

200ul dieser Seren wurden in der Kihlzentrifuge bei 4°C und 12000rpm 3
Stunden lang zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen und
verworfen. Das Pellet wurde in 200ul PBS aufgenommen und durch vortexen
resuspendiert. Die Extraktion der HAV-RNA in den zentrifugierten Proben
erfolgte mit dem High Pure Viral RNA Kit der Firma Roche wie in Methoden 3.1
beschrieben. Die extrahierte RNA wurde in 50ul Elution Buffer eluiert.

Als positive Kontrolle fiir die Transfektion diente der Saatpool GBM/HEK-
8/HFS-23/MRC-5-6 4/2000. Es handelt sich um eine an die Zellkultur adaptierte
Variante des GBM-Wildtyps, der aus einem Hepatitis A Virus positiven
Stuhlpraparat eines Hepatitis-A-Patienten isoliert wurde [31]. Die positive

Kontrolle wurde ebenfalls mit dem High Pure Viral RNA Kit aus
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ZellkulturGberstand extrahiert (s. Mehoden 3.1). Der RNA Gehalt wurde mittels
Extinktion im Photometer bestimmt und es wurden verschiedene
Konzentrationen der positiven Kontrolle fir die Transfektion verwendet.
Folgende Mengen RNA wurden aufgegeben: 4ug, 1ug, 0,5ug, 0,25ug, 0,125ug,
0,0625ug.

Eine Bestimmung des RNA Gehaltes in den Extraktionen der Patientenseren
war aufgrund der begrenzten Menge an Serum nicht durchgeftihrt worden.
AuBerdem wurden negative Kontrollen mitgefihrt. Hierbei wurde anstelle von
RNA Puffer aus dem Transfektions-Kit verwendet.

Ein Tag vor der Transfektion (Tag -1) wurden die MRC-5 Zellen passagiert und
auf 6-well-Platten ausgesat. Das methodische Vorgehen wurde in 3.6
beschrieben. Je 2 ml der passagierten MRC-5 Zellen wurden in jede der sechs
Vertiefungen der drei verwendeten Platten gegeben. Die Platten wurden
danach bei 37 °C inkubiert.

Am Tag 0 wurde die Transfektion gemaB dem Protokoll der Firma Promega,
wie im Methodenteil unter 3.7 beschrieben, durchgefihrt.

Es wurden drei Platten verwendet. Auf jede Platte konnten 6 verschiedene
Proben gegeben werden. Die Belegung der Platten war folgendermaBen:

: negative Kontrolle
: Probe 1

: Probe 2

: Probe 3

: Probe 4

: Probe 5

: negative Kontrolle
: Probe 6

9: Probe 7

10: Probe 8

11: negative Kontrolle

0o N OO 0o &~ W N =

12: negative Kontrolle
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13: positive Kontrolle 0,0625ug
14: positive Kontrolle 0,125ug
15: positive Kontrolle 0,25ug
16: positive Kontrolle 0,5ug

17: positive Kontrolle 1ug

18: positive Kontrolle 4ug

Die Transfektion wurde am Tag O durchgefihrt. Danach wurden die
transfizierten Zellen im Zellkulturschrank bei 37°C und 5% CO. inkubiert. Das
Medium wurde zweimal wéchentlich gewechselt (Durchfihrung s. Methoden
3.7). Der Zellkulturiberstand wurde in EppendorfgefaBe gegeben und bei -20°C
tief gefroren und fur die Analyse aufbewahrt.

Zum Nachweis einer Virusreplikation in den Zellen wurde am Tag 13, am Tag
20, am Tag 26, am Tag 29, am Tag 36, am Tag 43, am Tag 51, am Tag 58, am
Tag 65, am Tag 72 und am Tag 79 ein HAV-Antigen-ELISA durchgefiihrt, das
heiBt der Uberstand wurde auf HAV Antigen untersucht. Hierzu wurde der HAV-
Antigen-Enzymimmunoassay der Firma Mediagnost verwendet. Das Prinzip des
HAV-Antigen-EIA beruht darauf, dass Virusantigen aus dem Zellkulturiiberstand
mit dem auf der Testplatte gebundenen Antikérper reagiert, der gegen Hepatitis
A Virus-spezifische Epitope gerichtet ist.

Das Vorgehen wurde in Methoden 3.1 beschreiben.

Das Experiment wurde am Tag 79 beendet. Die Platten wurden drei Mal
hintereinander eingefroren und wieder aufgetaut. Dabei wurden die MRC-5
Zellen aufgebrochen. Das Gemisch aus Zellinhalt und Medium wurde ebenfalls
mittels HAV-Antigen-EIA auf Hepatitis A Antigen untersucht (s. Methoden 3.1).
Falls sich das Virus in den Zellen repliziert hat, aber nicht an das Medium
abgegeben wurde, kann das Virusantigen so nachgewiesen werden.

Die Auswertung des Antigen-EIA erfolgte laut Angaben des Herstellers.

Es wurde ein Grenzwert errechnet, der sogenannten ,cut-off, welcher angibt,
ob eine Probe posititv oder negativ ist. Formel: (Extinktion der positiv Kontrolle
x 0,3 + Extinktionsmittelwerte der negativ Kontrollen). Beim durchgefiihrten

Antigen-EIA betrug die Extinktion der positiven Kontrollen 0,82. Der
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Extinktionsmittelwert der negativen Kontrollen lag bei 0,04. Daraus errechnet
sich ein ,cut-off* von 0,28. Alle Proben mit einer Extinktion Uber diesem Wert
sind positiv. Liegt die Extinktion der Probe unter 0,28, so ist sie negativ.

Die Ergebnisse werden in folgender Tabelle dargestellt:

1. Qualitativ

Tabelle 9 Qualitative Ergebnisse des HAV-Antigen ElAs

Tag |13 |20 |26 |29 |36 |43 |51 |58 |65 |72 | 79 | nach frieren -
tauen
Probe

—
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

ol B~ W D
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

NK |- |- |- |- |- |- |- [- [- [ [- T~

NK |- |- |- |- |- |- |- [- [- [ [- T~

PK |- |- |- [- |- |- [-1- - 1-1-1-
0,0625Lg

PK |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |-
0,125ug

PK |- |- |- |- |- |- [~ [~ - [ [- T
0,259

PK0,5ug | - - - - - - + |+ [+ |+ |+ |+

PKipug |- |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+

PK 4ug - - + |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ 4+
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2. gemessene Extinktionen der Proben 16,17 und 18

Tabelle 10 Quantitative Ergebnisse der PK mit den Konzentrationen 0,5 pg, 1 pug, 4 ug

Tag |13 |20 |26 |29 |36 |43 |51 79 nach
frieren- tauen
Probe
PK 0,5ug 0.04 / 0.05|0.06|1.00 |1.85 |2.36
PK 1ug 0.03]0.42|1.25|1.50 2.40 | 2.84
PK 4ug 0.03]0.06 ] 0.32]0.71 2.00 | 1.67
Graphik 1 Darstellung der Extinktionen in einer Graphik
5
45
4
3,5
§ 3 — PKO0,5ug9
% 25 PK 1pg
g 2 PK g
1,5
1
0,5
0 | | | | | | |

13 20 26 29 36 43 51 79

Tage

Die Ergebnisse zeigen Extinktionswerte oberhalb des ,cut-off“ bei den Proben

16, 17, 18. Diese Proben entsprechen den positiven Kontrollen mit den

Konzentrationen 0,5ug, 1ug und 4pug.
Bei Transfektion der Zellkultur mit 1ug RNA aus dem Saatpool GBM/HEK-
8/HFS-23/MRC-5-6 konnte Hepatitis A Virus Antigen am Tag 20 nach
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Transfektion nachgewiesen werden. Die Extinktion hat einen Wert von 0,42,
liegt also Uber dem ,cut-off*. Der Antigen-Titer steigt stetig bis zum Tag 79 und
hat den héchsten gemessenen Wert in einem Gemisch aus MRC-5 Zellen und
Zellkultur das nach dreimaligem frieren-tauen erhalten wurde.

Bei der positiven Probe mit der Nummer 18 erfolgte die Transfektion der
Zellkultur mit 4pg Hepatitis A Virus RNA. Hier wurde an Tag 26 nach
Transfektion zum ersten Mal Hepatitis A Virus Antigen im Zellkulturiberstand
nachgewiesen. Die Extinktion liegt mit einem Wert von 0,32 leicht Gber dem
,cut-off‘. Damit ist diese Probe als positiv zu bezeichnen. Auch bei dieser Probe
kommt es zu einem stetigen Anstieg der Extinktion und da die Extinktionswerte
proportional zu den Antigen-Titern sind zu einem stetigen Anstieg von Hepatitis
A Virus Antigen.

Probe 16 ist ab Tag 51 nach Transfektion positiv. Die Extinktionswerte liegen ab
diesem Tag Uber dem ,cut-off. Der maximal gemessene Extinktionswert und
damit die maximale Antigen-Konzentration besteht nach dreimaligem frieren-

tauen im Gemisch aus Zellkultur, Virus und Medium.

Bei den Transfektionen der positiven Kontrolle, die mit kleineren RNA Mengen
oder mit den RNA Eluaten von Patienten-Seren durchgefihrt wurden, wurde

kein Hepatitis A Virus Antigen im Enzymimmunoassay nachgewiesen.

Deshalb wurde mit diesen Zellkulturiberstanden eine RT/PCR zum Nachweis
von Hepatitis A Virus RNA durchgefihrt.

Aus 200 pl des Zellkultur-Virus-Medium Gemisches der 18 Proben, das nach
dreimaligem frieren-tauen erhalten wurde, wurde RNA extrahiert (s. Methoden
3.1). 5 yl jedes dabei gewonnenen Eluats wurde zum Nachweis von Virus RNA
in eine RT/PCR wie in Methoden 3.2.1 beschrieben, eingesetzt. Die RT/PCR
erfolgte mit dem Primerpaar N537/P452. Um falsch-positive Ergebnisse
auszuschlieBen, wurde sowohl bei der Extraktion als auch bei der PCR eine
negative Kontrolle mitgefihrt. Zudem wurde eine positive Kontrolle mitgefiihrt.
Folgende Bilder zeigen die Ergebnisse der elektrophoretischen Analysen der
RT/PCR Produkte:

68



Ergebnisse

Abb. 25 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte

MNKNK1 2 3 45 6 NK738

1018 bp
506/517 bp

Abb. 26 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte

M 9 10 11 12 PK

1018 bp
506/517 bp

85 bp

Abb. 27 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte

M NK NK 13 14

1018 bp
506/517 bp
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Abb. 28 Elektrophoretische Analyse der RT/PCR Produkte

M 15 16 17 18 PK

1018 bp
506/517 bp

85 bp

Nach elektrophoretischer Analyse im Agarose-Gel sind deutlich die Banden zu
erkennen, die von den Proben 16, 17 und 18 stammen. Diese Proben
entstammen den positiven Kontrollen mit dem Gehalt an 0,5ug, 1ug und 4ug
RNA. Wurde die Zellkultur mit einer RNA Menge von weniger als 0,5 ug
Hepatitis A Virus RNA aus dem Saatpool GBM/HEK-8/HFS-23/MRC-5-6
transfiziert, konnte keine Hepatitis A Virus RNA mittels RT/PCR nachgewiesen
werden. Die Spuren der Proben 13, 14 und 15 zeigen keine Banden.

Nach Transfektion der MRC-5 Zellen mit RNA, die aus Patientenserum
extrahiert wurde, zeigten sich nach RT/PCR und Darstellung in der Agarose-
Gelelektrophorese keine Banden an der erwarteten Stelle. Die Proben sind

negativ.
Dieser Versuchsansatz zeigt, dass es mdglich ist, MCR-5 Zellen mit Hepatitis A

Virus RNA zu transfizieren. Um eine Virusreplikation zu erzielen, muss
allerdings eine ausreichende Menge an RNA auf die Zellen gegeben werden.
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5 Diskussion

5.1 Reinigung und Anreicherung von Hepatitis A Virus

In dieser Arbeit konnte ein Verfahren entwickelt werden, das zur Reinigung und
Anreicherung von Hepatitis A Viren aus Seren infizierter Hepatitis A Patienten
verwendet werden kann. Zur Isolierung von Hepatitis A Viren aus dem Stuhl
von Hepatitis A Patienten sind bereits Verfahren bekannt. Eine Anreicherung
konnte z. B. die Isolierung durch Ultrazentrifugation, die entweder als
Pelletierung oder als differentielle Zentrifugation mittels eines Dichtegradienten
[69] erfolgt, erzielt werden. Weitere Verfahren verwenden die Ultrafiltration Gber
Filterflaschen  mit  unterschiedlichen  Abscheidungseigenschaften  oder
Prazipitationsverfahren wie z. B. die mit Polyethylenglycol (PEG) [7]. Flehmig et
al. [32] verwendeten diese Verfahren zur Herstellung einer inaktivierten Vaccine
in Zellkulturen. In einem ersten Schritt wurde das Virus durch Prazipitation mit
Ammonium-Sulfat und anschlieBendem Abscheidungsverfahren mit PBS
gereinigt. In einem zweiten Reinigungschritt wurde das Virus in der
Ultrazentrifuge bei 180,000 g achtzehn Stunden lang zentrifugiert und in einer
20% Saccharoselésung angereichert. Das Pellet wurde anschlieBend drei
Minuten mit Ultraschall behandelt. Diese Suspension wurde durch eine 20-22
Stunden dauernde Zentrifugation mittels eines CsCl Dichtegradienten weiter
gereinigt.

Dieses Verfahren diente sowohl zur Anreicherung als auch zur Reinigung von
Hepatitis A Viren. In den Versuchen dieser Arbeit ging es hauptsachlich um die
Anreicherung von Hepatitis A Viren in Seren. Es wurde also nach einer
einfachen Methode gesucht, das Virus anzureichern.

Es wurden 15 verschiedene Seren von Patienten mittels RT/PCR untersucht,
die mit Hepatitis A infiziert waren. Von den untersuchten 15 Seren war ohne
Anreicherungsverfahren durch Zentrifugation nur ein Serum in der nested PCR
positiv. Nach Zentrifugation von je 200 ul Serum bei 4 °C und 12000rpm fir drei
Stunden zeigte sich ein Serum bereits in der ersten Runde positiv und sieben
der untersuchten Patientenseren waren in der nested PCR positiv.
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Es konnte also ein einfaches Verfahren entwickelt werden, um Hepatitis A Viren
in  Seren anzureichern. Positiv ist bei diesem Verfahren die kurze
Zentrifugationsdauer von drei Stunden. Zudem ist die Verfligbarkeit und
Handhabung einer Mikrozentrifuge gegentber einer Ultrazentrifuge deutlich
einfacher. Daher Dbietet dieses Verfahren unter Verwendung einer
Mikrozentrifuge weitere Vorteile.

Durch die Zentrifugation konnte das Virus nicht nur angereichert werden,
sondern es konnte zudem gereinigt werden. Durch Interaktion von im Serum
vorhandenen Bestandteilen kdnnte der Nachweis von Hepatitis A Viren durch
RT/PCR gestért werden. Ein Verfahren um PCR Inhibitoren aus infizierten
Muscheln zu entfernen, wurde von Kim et al. beschrieben [53]. Durch
zweimalige Prazipitation von Hepatitis A Viren in einem Gemisch aus
Polyethylenglycol und NaCl konnte die Detektionsrate der Hepatitis A Viren
durch RT/PCR erhéht werden.

Bei den Versuchen dieser Arbeit wurde durch Zentrifugation das Virus pelletiert.
Der Uberstand mit multiplen Blutbestandteilen wurde abgenommen und das
Pellet resuspendiert. Durch diesen Schritt konnten mdglicherweise stérende
Faktoren fur die RT/PCR entfernt werden. Bei erneuter Untersuchung der
Patientenseren mit der RT/PCR zeigten sich mehr positive Ergebnisse als ohne
vorherige Zentrifugation. Eines der 15 untersuchten Seren war bereits in der
ersten Runde positiv. Sieben weitere Seren zeigten nach nested PCR ein
positives Ergebnis wahrend ohne den Zentrifugationsschritt nur eines der
finfzehn Seren positiv war. Durch die Zentrifugation der Seren konnte also HAV
angereichert werden, und damit die Nachweisgrenze in der RT/PCR erhéht
werden.

Bei den Seren, die auch nach dem Anreicherungsverfahren negativ waren,
kdénnte es sich um Seren handeln, in denen zu wenig oder kein Virus enthalten
war. Um auch kleinste Mengen an Virus anzureichern, kdnnten die Seren
eventuell mit oben beschriebenen Methoden, weitaus aufwendigeren Methoden

weiter gereinigt und so Virus angereichert werden.
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5.2 Vergleich von Primern

Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT/PCR) ist eine
Methode zum Nachweis von Hepatitis A Virus RNA. Aus 36 verschiedenen
Seren von mit Hepatitis A infizierten Patienten wurde die RNA extrahiert.
Danach wurde in einem gemeinsamen Schritt sowohl die reverse Transkription
als auch eine PCR durchgefihrt. Die reverse Transkription ist eine
Enzymreaktion, bei der aus RNA komplementare DNA (cDNA) synthetisiert
wird. Die entscheidende Rolle spielt hierbei das Enzym Reverse Transkriptase
(RT). Dieses kann bei entsprechenden Bedingungen (Temperatur, pH,
ausreichendes Substrat) komplementare Desoxyribonukleotidtriphosphate an
die RNA-Matrix anlagern. Sie ist dabei abhangig von einem synthetischen
Oligonukleotid (Primer), das zu einer bestimmten Sequenz der RNA
komplementdr ist und mit dieser hybridisiert. Der Primer bildet den
Ausgangspunkt flr die Synthese in 3’-5’-Richtung bis zum 5’ Ende der RNA. Je
nach Auswahl des Primers wird selektiv nur eine bestimmte Sequenz der
Gesamt RNA in DNA Ubersetzt.

Flr diese Arbeit wurden die Primer so gewéhlt, dass jeweils ein unterschiedlich
groBer Abschnitt der 5° Region des Hepatitis A Virus Genoms transkribiert
wurde und als cDNA in der PCR amplifiziert wurde [49]. Durch Einsatz von zwei
spezifischen synthetischen Oligonukleotiden (Primer), die komplementar zu den
beiden Enden der gewlinschten Sequenz der cDNA Matrize waren, wurde
spezifisch nur die dazwischen befindliche Sequenz amplifiziert.

Die PCR ist eine hochempfindliche Methode der DNA-Amplifizierung. Geringe

Mengen gentigen als Ausgangsmaterial fir die Reaktion [49].

In dieser Arbeit wurden zwei Primerpaare, die beide Abschnitte in der 5’ Region
der Hepatitis A Virus RNA amplifizieren, miteinander verglichen. In Versuchen
von Hounde et al. [47] konnte gezeigt werden, dass durch Primer, die an die &’
Region binden, die meisten Hepatitis A Stdmme detektiert werden kdnnen. Die
in dieser Arbeit eingesetzten Primerpaare amplifizierten unterschiedlich lange
RNA Abschnitte. Bei dem Primerpaar N848/P66 ist das DNA Amplifikat 782 bp

lang. Wurde dieses Primerpaar fir die RT/PCR verwendet, so war es danach
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moglich, das erhaltene Amplifikat in einer nested PCR mit den Primern
N724/P124 einzusetzen. Im Vergleich hierzu wurden die Seren mit dem
Primerpaar N537/P452 untersucht, das einen RNA Abschnitt mit einer Lange
von 85 bp amplifizierte.

In der ersten Runde mit dem Primerpaar N848/P66 war keines der 36
untersuchten Seren positiv.

Positiv waren nach Durchfiihrung der nested PCR unter Verwendung des
Primerpaares N724/P124 insgesamt 11 der 36 Seren mit den Nummern 1, 2,
12, 22, 24, 25, 27, 28, 29, 33 und 35.

Bei dem Primerpaar N537/P452 erhielt man nach RT/PCR ein DNA Amplifikat
mit nur 85 bp Lange. Mit diesen Primern N537/P452 waren die Seren mit den
Nummern 12 und 13 positiv.

Das Serum mit der Nummer 12 lie3 sich mit beiden Primerpaaren amplifizieren.
Serum Nummer 13 zeigte nur eine Bande nach Durchfiihrung der PCR mit dem
Primerpaar N537/P452 wahrend es mit den Primern N724/P124 keine Bande
zeigte.

Dieses Ergebnis bestétigt, dass die Durchfiihrung einer nested PCR die
Sensitivitat erhéht. Dieses Ergebnis wird auch in der Literatur von HU et al. [48]
belegt. Auch zeigte die nested PCR eine gréBere Sensitivitat als die RT/PCR
mit den Primern N537/P452, die nur ein kleines Segment der Hepatitis A Virus
RNA amplifizierten. 11 der 36 untersuchten Patientenseren zeigten nach der
nested PCR ein positives Ergebnis, dagegen zeigen nur zwei der Seren bei
Verwendung der Primer N537/P452 ein positives Ergebnis. Unter Verwendung
der nested PCR lieB sich also Hepatitis A Virus RNA in Seren nachweisen, die
nach Durchfihrung der PCR sowohl mit den Primern N848/P66 als auch den
Primern N537/P452 negativ waren. Die bei der nested PCR benutzten Primer
N724/P124 banden an Abschnitten der DNA, die innerhalb des ersten
Primerpaares, N848/P66 lagen. Das Verfahren der nested PCR diente also
dazu sehr geringe Templatemengen nachzuweisen.

Ein interessantes Ergebnis zeigt die Untersuchung des Serums 13. Durch die
RT/PCR mit den Primern N537/P452 lieB sich Hepatitis A Virus RNA im Serum

mit der Nummer 13 nachweisen, wahrend sich nach nested PCR mit dem oben
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genannten Primerpaar keine Bande zeigte. Wie erwdhnt war das Amplifikat bei
dem Primerpaar N537/P452 nur 85 bp lang und damit deutlich kleiner als das
Amplifikat mit den Primern N742/P124. Md&glicherweise kam es bei diesem
Serum durch unklare Prozesse zu einer Destruktion der Hepatitis A Virus RNA.
Es besteht die Mdglichkeit, dass die Bindungsstellen der Primer N724/P124
dadurch zerstort wurden. Ursachen dafir kénnten lange Lagerungszeiten oder
vermehrtes frieren/tauen des Serums sein. Eine weitere Mdglichkeit besteht
darin, dass die RNA zerstdrt und in kleine Fragmente gespalten wurde, die sich
als kurzes Amplifikat mit der RT/PCR nachweisen lieBen, die Bindungsstellen
des Primer N848/P66 aber zu weit auseinander lagen, dass das Fragment nicht
lang genug war, damit beide Primer, also der 5 und der 3’ Primer binden

konnten.

Diese Interpretationsmdglichkeit 1&sst sich auch auf die Ergebnisse Ubertragen,
die die Experimente an den verschiedenen Chargen inaktivierter Hepatitis A
Virus Pools gezeigt haben. Vier verschiedene Chargen wurden mit den
unterschiedlichen Primerpaaren untersucht. Wurde die RT/PCR mit den
Primern N537/P452 durchgeflhrt, waren alle vier Pools inaktivierter Hepatitis A
Viren positiv. Wurden sie dagegen mit dem Primerpaar N848/P66 durchgeflhrt,
so war nur eine Charge positiv. Die aus den 4 inaktivierten Hepatitis A Virus
Pools extrahierte Hepatitis A Virus RNA lieB sich also mittels RT/PCR sicher mit
den Primern N537/P452 amplifizieren, wahrend unter Verwendung des
Primerpaares N848/P66 nur die Hepatitis A Virus RNA von einem einzigen Pool
amplifiziert werden konnte.

Zur Herstellung des inaktivierten Hepatitis A Virus Pools wurde der GBM-HAV-
Wildtyp Stamm an humane embryonale Lungenfibroblasten adaptiert und
kultiviert [36]. Danach wurde das Virus durch Ammonium Sulfat Fallung und
anschlieBende Zentrifugation angereichert. Das Virus wurde durch
Formaldehyd inaktiviert und durch mehrere Zentrifugationsschritte gereinigt.
[33]. Die oben erwahnten Ergebnisse der Experimente lassen also den Schluss
zu, dass es durch den Prozess der Virusinaktivierung zu Veranderungen der

RNA kommt. Méglicherweise wird dabei die Virus RNA in verschiedene
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Fragmente gespalten, die sich mit der RT/PCR nachweisen lieB, wenn Primer
verwendet wurden, die nur einen kleinen Abschnitt der RNA amplifizierten. Dies
war bei dem Primerpaar N537/P452 mit einem DNA Amplifikat von nur 85 bp
gegeben. Dadurch war die Wahrscheinlichkeit héher, dass beide Primer, also
sowohl der 5’ als auch der 3’ Primer an die virale RNA binden konnten und sie
amplifiziert wurde. Diese Versuche zeigten, dass Hepatitis A Virus RNA nach
Inaktivierung durch RT/PCR mit geeigneten Primerpaaren mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit nachzuweisen ist.

5.3 Transfektion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals versucht, Zellen mit Hepatitis A Virus
RNA zu transfizieren, die aus Patientenserum extrahiert wurde. Ziel war es, zu
zeigen, dass das Hepatitis A Virus in Serum von Patienten infektids ist, da der
Nachweis von Hepatitis A Virus RNA mittels RT/PCR in Seren keine
Ruckschlisse auf die Infektiositat zul&sst.

Der Nachweis von infektibsen Hepatitis A Viren durch Virusanzucht aus
Patientenserum hétte diagnostische Vorteile. Da gegenwartige Diagnosetests
fir eine Hepatitis A Infektion auf dem Nachweis von Antikérpern und dem
Nachweis von Virus RNA mittels RT/PCR beruhen, lasst sich nicht zwischen
infektidsen und nicht-infektidsen Seren unterscheiden [55]. Ein Verfahren, wie
der direkte Virusnachweis durch die Anzucht von Hepatitis A Viren in
Patientenseren auf Zellen, wiirde zur Unterscheidung dieser Seren dienen. Dies
hatte einen groBen Einfluss auf den Umgang mit Blutprodukten. Eine
parenterale Ubertragung von Hepatitis A Virus ist selten, kann jedoch durch
eine Blutlbertragung eines Spenders verursacht werden, der sich in der
viramischen Phase befindet. Der erste Fall einer transfusions-bedingten
Hepatitis A wurde 1983 beschrieben. Ein 10jahriges Madchen erkrankte an
einer manifesten Hepatitis A, nachdem sie Blut von einem infizierten Spender
erhalten hatte. Das Spenderplasma wurde einem Schimpansen verabreicht und
dieser entwickelte nach 23 Tagen Symptome einer Hepatitis A [46]. Gowland et
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al. haben 2004 ebenfalls einen Fall beschrieben, bei dem das Virus durch eine
Bluttransfusion Ubertragen wurde [41]. 13 Tage nach der Blutspende wurde bei
dem Spender eine akute Hepatitis A festgestellt. Bei nachtraglicher
Untersuchung des gespendeten Blutes wurde mittels RT/PCR eine hohe
Viruslast im Blut nachgewiesen. Der Empfanger des Blutes war seropositiv
entwickelte aber keine klinischen Symptome. Allerdings war die RT/PCR am 6.
Tag nach Erhalt des Blutproduktes positiv. Durch Sequenzanalysen der
Hepatitis A Virus RNA konnte nachgewiesen werden, dass das Hepatitis A
Virus Genom von Spender und Empfanger identisch waren [41].

Auch durch Faktor-Vlll-Praparate wurde das Hepatitis A Virus Ubertragen.
Hepatitis A Viren konnten im Plasma-Pool, in dem daraus hergestellten Faktor-
VIlI-Praparat und in den Patienten nachgewiesen werden [2, 65, 66]. Diese
Blutpraparate sind heute als sicher anzusehen da das Herstellungsverfahren
von Gerinnungspraparaten durch zusatzliche Hitzeinaktivierung verbessert
wurde [45]. Trotzdem wirde ein Verfahren zum Nachweis von infektidsem
Serum eine zusatzliche Bedeutung flir die Sicherheit von Blutprodukten
darstellen.

Aus acht Seren, die von verschiedenen mit Hepatitis A Virus infizierten
Patienten stammten, wurde RNA extrahiert und diese mittels RT/PCR
analysiert. In allen acht Seren konnte virale RNA nachgewiesen werden.

Die Analyse im Elisa erbrachte in allen acht Seren einen positiven Nachweis
von spezifischen anti-HAV-Antikérpern. Mit RNA aus diesen positiv getesteten
Seren wurde eine Transfektion von MRC-5 Zellen durchgefiihrt. Der RNA
Gehalt in den Extraktionen der Patientenseren war aufgrund der begrenzten
Menge an Serum nicht bestimmt worden.

Die Transfektion wurde laut Transfektionsprotokoll der Firma Promega
durchgefihrt. Um nachzuweisen, ob in den transfizierten Zellen eine
Virusreplikation stattfand, wurden in regelmaBigen Abstanden Elisas mit dem
Zellkulturiberstand durchgefihrt.

Als positive Kontrolle diente eine an die Zellkultur adaptierte Variante des GBM-
Wildtyps. Bei Transfektion der Zellkultur mit 1ug RNA aus dem Saatpool
GBM/HEK-8/HFS-23/MRC5-6 konnte Hepatitis A Antigen am Tag 20 nach
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Transfektion nachgewiesen werden. Bei Transfektion mit 4ug RNA wurde an
Tag 26 nach Transfektion zum ersten Mal HAV Antigen im Zellkulturiiberstand
nachgewiesen. Die Probe, die mit 0,5ug RNA transfiziert wurde, ist ab Tag 51
nach Transfektion positiv. Auch der Nachweis von HAV-RNA mittels RT/PCR
des Zell-Mediums Gemisches, das nach dreimaligem frieren-tauen erhalten
wurde, ist bei diesen Proben positiv.

Deutlich wird dabei die Abhangigkeit von der Konzentration der RNA, mit denen
die Zellen transfiziert wurden. Wurde weniger als 0,5ug RNA aus dem Saatpool
GBM/HEK-8/HFS-23/MRC-5-6 fir die Transfektion verwendet, konnte keine
Virusreplikation in den Zellen nachgewiesen werden.

Aus Seren, die von verschiedenen mit Hepatitis A Virus infizierten Patienten
stammten, wurde RNA extrahiert und mit dieser eine Transfektion von MRC-5
Zellen durchgefuhrt. In keinem der acht Versuche lieB sich HAV Antigen im
ZellkulturGiberstand durch Enzymimmunoassay nachweisen. Auch konnte keine
Hepatitis A Virus RNA mittels RT/PCR nach dreimaligem frieren-tauen der
transfizierten Zellen nach 79 Tagen nachgewiesen werden.

Bei der positiven Kontrolle in diesem Transfektionsversuch handelte es sich um
die zellkulturadaptierte Variante GBM/HEK-8/HFS-23/MRC-5-6 des GBM
Wildtyps. Man erhielt sie durch achtmalige Kultivierung in humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK-Zellen, primare diploide humane embryonale
Nierenfibroblasten, B.Flehmig, Hygiene-Institut TuUbingen), anschlieBende
Weiterkultivierung in humanen embryonalen Lungenfibroblasten (HFS-Zellen,
diploide humane embryonale Lungenfibroblasten, B.Flehmig, Hygiene- Institut
Tldbingen) Uber 23 Passagen und schlieBlich Weiterkultivierung in anderen
humanen embryonalen Lungenfibroblasten (MCR-5 Zellen, diploid human
embryonic lung fibroblasts, ATCC, Rockvillle MD, USA) Uber sechs Passagen.
Die verwendete positive Kontrolle ist also bereits an das Wachstum in Zellkultur
angepasst.

Nach Transfektion von MRC-5 Zellen mit einer ausreichenden Menge (>0,5ug
RNA) dieses adaptierten Virusstamms kam es zur Virusreplikation in den
Zellen. Im Uberstand lieB sich Hepatitis A Antigen nachweisen und die RT/PCR

des Medium-Zellkulturgemisches am Tag 79 nach Transfektion war positiv.
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Wurde weniger als 0,5ug RNA aus dem Saatpool GBM/HEK-8/HFS-23/MRC-5-
6 fur die Transfektion verwendet, konnte keine Virusreplikation in den Zellen
nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis macht deutlich, dass fur die Transfektion eine ausreichende
Menge an RNA verwendet werden muss, um eine Virusreplikation zu erreichen.
Ein weiterer Grund des negativen Ergebnisses bei Transfektion der MCR-5
Zellen mit einer RNA Menge unter 0,5ug RNA aus dem Saatpool GBM/HEK-
8/HFS-23/MRC-5-6 kdnnte der zu kurz gewahlte Beobachtungszeitraum sein.
Der Versuch wurde am Tag 79 nach Transfektion abgebrochen und der
Uberstand auf Hepatitis A Virus Antigen und Hepatitis A Virus RNA untersucht.
Beide Untersuchungen zeigten ein negatives Ergebnis. Gewdhnlich repliziert
das Virus nur sehr langsam [4, 19, 88]. Mdglicherweise hatte bei langerer
Beobachtung noch eine Virusreplikation stattgefunden.

Auch das negative Ergebnis der Zelltransfektion mit aus Patientenserum
extrahierter Virus RNA Iasst mehrere Interpretationsméglichkeiten zu.

Fir die Transfektion wurde extrahierte RNA aus Seren verwendet, die zuvor auf
Antikdrper und durch eine RT/PCR auf enthaltene RNA untersucht wurden.
Beide Versuche waren positiv. Allerdings ist ein Nachweis von RNA in den
Patientenseren mit der RT/PCR nicht mit einer Infektiositat gleichzusetzen [26].
Ein weiterer Grund kdnnte die zu geringe Menge an RNA in den Seren sein.
Aufgrund der begrenzten Verflgbarkeit der Patientenseren war eine RNA
Bestimmung in den Extraktionen aus Patientenserum nicht durchgefiihrt
worden.

An den Untersuchungen mit der positiven Kontrolle wurde deutlich, dass eine
Transfektion mit mehr als 0,5ug RNA aus dem Saatpool GBM/HEK-8/HFS-
23/MRC-5-6 durchgefiihrt werden musste um ein positives Ergebnis zu
erzielen.

Fir eine Primarinfektion von Zellkulturen mit Wildvirus aus Stuhlproben ist
mindestens ein Zeitraum von zwei bis drei Monaten nétig bis geringe Mengen
von in der Zellkultur produzierten Viren nachgewiesen werden kdnnen. Das

negative Ergebnis dieser Versuche mit RNA aus Patientenserum kénnte
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ebenso auf den zu kurz gewahlten Zeitraum der Beobachtung zuriickgefihrt
werden. Das Experiment wurde nach 79 Tagen beendet.

Limitierender Faktor fir die negativen Ergebnisse kénnten auch die fehlenden
Adaptationsprozesse der Hepatitis A Viren aus Patientenserum an die Zellkultur
sein. Es konnte gezeigt werden, dass das Virus an verschiedene Zelllinien
angepasst werden kann. Erst nach Adaptation des Virus an die verschiedenen
Zellsubstrate durch fortlaufende Viruspassagierung kommt es zu Zunahme der
Virusreplikation und Virusproduktion [44].

Bei diesem Adaptationsprozess kommt es zu zahlreichen Genommutationen
[14, 23, 42, 43]. Es kann angenommen werden, dass das Auftreten von
Mutationen im Genom nach Zellkulturadaptation kein zufalliges Phanomen ist,
sondern flr ein angepasstes Vermehrungsverhalten von Hepatitis A Viren
relevant ist. Es wurden hauptséchlich zwei Genomregionen identifiziert, bei
denen es durch die Anpassung an die Zellkultur zu Mutationen kommt.

Aus der Literatur sind Sequenzanalysen der Genome einiger humaner Wildtyp
Hepatitis A Virusstamme [16] als auch verschiedener zellkulturadaptierter
Varianten bekannt [15, 43]. Ein Vergleich der Sequenzen der Wildtyp Stamme
mit den zellkulturadaptierten Varianten zeigte, dass die Adaptation von Hepatitis
A Viren an das Wachstum in der Zellkultur mit einer Reihe von Mutationen
assoziiert ist, die sich Uber das gesamte Genom verteilen.

Innerhalb der Genomregion kodierend fir 2B und 2C wurden bei verschiedenen
zellkulturadaptierten Hepatitis A Virusstdmmen auch identische Mutationen
gefunden. Die identische Mutation in 2B resultiet in einer
Aminosauresubstitution von Alanin zu Valin und wurde in allen bisher
untersuchten zellkulturadaptierten Varianten gefunden. Die Mutationen in 2C
sind nur bei einigen zellkulturadaptierten Hepatitis A Stdmmen identisch [24].
Cohen et al. gelang es 1987 einen infektidsen Klon herzustellen, der das
gesamte Genom der zellkulturadaptierten Variante des Hepatitis A Stamms
HM175, HM175p35, enthdlt [16]. Mit Hilfe dieses infektiésen Klons war es
moglich, durch Substitutionen verschiedener Nukleotide innerhalb der 2B/2C
Region die Bedeutung der Region fiir ein schnelleres Viruswachstum des
Hepatitis A Virusstammes HM175 in den Zellkulturen zu zeigen. Bei diesen
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Genomregionen handelt es sich um die nicht-Struktur-Proteine 2B und 2C, die
fir die RNA Replikation zustdndig sind [55]. Mutationen in diesen nicht-
Struktur-Proteinen sind essenziell fir eine effiziente Replikation in Zellkultur [85,
86]. Ein Grund fir das negative Ergebnis der Transfektion von MRC-5 Zellen
mit Hepatitis A Virus RNA aus Patientenserum kdnnte also sein, dass diese
Mutationen nicht oder noch nicht stattgefunden haben als das Experiment
beendet wurde und es daher nicht zu einer Virusreplikation kam.

Zusatzlich, bzw. in Kombination scheint die 5’NTR an der Zellkulturadaptation
und dem Zelltropismus beteiligt zu sein. Wirtszellproteine wirken bei der
Initiation an der viralen Translation Uber einen 5’ cap-unabhangigen Prozess
mit. Die Sekundarstruktur der 5’NTR ist dabei fir die Ribosomenbindung an der
sogenannten Internal Ribosome Entry Site (IRES) maBgeblich [11, 38, 51].
Mutationen, die wahrend der Adaptation an die Zellkultur auftreten und die
Sekundérsturktur der 5’NTR modifizieren, kbnnen zu einer effektiveren Bindung
der Ribosomen bzw. der nicht ribosomalen Wirtszellproteine fihren und damit
zu einem beschleunigten Prozess der viralen Translation in der Zellkultur
beitragen. Haben diese Mutationen in den oben beschriebenen Versuchen nicht
stattgefunden, so kénnte dies ein Grund fir die negativen Ergebnisse der
Transfektionsversuche sein.

Die Pathogenese von Hepatitis A Viren ist bisher kaum verstanden und
Hauptelemente der Virusreplikation sind immer noch unklar. In Studien mit
Lymphknotenzellen einer Maus konnte gezeigt werden, dass nicht die
Translation sondern die Transkription der limitierende Faktor flir das Wachstum
von Hepatitis A Viren auf Zellen ist. Daher kénnte auch die Transkription der
Grund fiir das negative Ergebnis dieser Transfektionsversuche sein [61]. Hierzu
sind weitere Untersuchungen zum Ablauf der Transkription bei Hepatitis A Viren
notwendig.

Experimente zeigten, dass eine Transfektion von Lymphknotenzellen einer
Maus mit Hepatitis A Virus RNA nicht zu einer Virusreplikation fihrte. Wurden
diese Zellen mit cDNA transfiziert, konnte eine Virusreplikation nachgewiesen
werden. Um eine Transfektion mit RNA, die aus Patientenserum isoliert wurde

zu erzielen, kdnnte also der Versuch unternommen werden, MRC-5 Zellen mit
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cDNA von Patientenseren zu transfizieren [61]. Dadurch kénnte der Transport
von Virus RNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma umgangen werden und es
kdénnte zu einer Virusreplikation kommen.

Ein weiterer Faktor fir die begrenzten Wachstumseigenschaften des Hepatitis
A Virus spielen zelluldre Faktoren. Die An- oder Abwesenheit von zellularen
Faktoren begrenzen die Replikation von Hepatitis A Viren in Zellkultur [40, 61].
Zudem spielt die Auswahl der Zellkultur eine wichtige Rolle bei der
Virusanzucht. So konnten Kunduru et al. [55] durch Virusanzucht auf
verschiedenen Zelllinien zeigen, dass das Wachstum von Wildtyp Hepatitis A
Virus in Huh7-A-1 Zellen weitaus effektiver ist als die Anzucht auf FRhK-4
Zellen. Die Virusausbeute war weitaus héher und im Gegensatz zu bisherigen
Versuchen war das Wildtyp Hepatitis A Virus Genom (ber viele Passagen
genetisch stabil ohne Zellkultur-adaptierende Mutationen aufzuweisen [55].

All diese Versuchsergebnisse zeigen, wie wenig die Wachstumseigenschaften
von Hepatitis A Viren verstanden werden. Die molekularbiologische Basis von
Hepatitis A Virus bezlglich der limitierenden viralen Replikation, der
Zellkulturadaptiertion und der Attenuierung als auch der Zytopathogenitat sind
bislang nur ansatzweise geklart. Weitere Informationen auf genetischer Ebene
sind unter anderem wichtig flr die Optimierung der Virusvermehrung in vitro
und fir die Aufklarung des molekularen Zyklus der Replikation.

Diese Transfektionsversuche bestéatigten vorhergehende Versuche zu den
langsamen Wachstumseigenschaften von Hepatitis A Viren [4, 19, 88]. Zudem
machten sie deutlich, dass fiur eine Transfektion von Zellkulturen eine
ausreichende Menge von Virus RNA verwendet werden muss. Wurden die
MRC-5 Zellen mit nur geringen Mengen Hepatitis A Virus RNA infiziert, war
keine Virusreplikation in den Zellen nachweisbar. Wurden héhere Hepatitis A
Virus RNA Mengen fur die Transfektion verwendet kam es zu einer

nachweisbaren Replikation.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte eine Verfahren entwickelt werden, das zur Reinigung
und Anreicherung von Hepatitis A Viren aus Seren infizierter Patienten
verwendet werden kann.

Es wurden 15 verschiedene Seren von Patienten mittels RT/PCR untersucht,
die mit Hepatitis A infiziert waren. Von den untersuchten 15 Seren war ohne
Anreicherungsverfahren durch Zentrifugation nur ein Serum in der nested PCR
positiv. Nach Zentrifugation von je 200 wl Serum bei 4 °C und 12000rpm fir drei
Stunden zeigte sich ein Serum bereits in der ersten Runde positiv und sieben
der untersuchten Patientenseren waren in der nested PCR positiv.

Es konnte also ein einfaches Verfahren entwickelt werden, um Hepatitis A Viren
in  Seren anzureichern. Positiv ist bei diesem Verfahren die kurze
Zentrifugationsdauer von drei Stunden. Zudem spricht fir dieses Verfahren der
Anreicherung die allgemeine Verflgbarkeit und die leichte Handhabung einer
Mikrozentrifuge.

Ein weiteres positives Ergebnis dieser Arbeit ergaben die Untersuchungen von
Patientenseren mit verschiedenen Primerpaaren. In dieser Arbeit wurden zwei
Primerpaare, die beide Abschnitte in der 5’ Region der Hepatitis A Virus RNA
amplifizieren, miteinander verglichen. Bei dem Primerpaar N848/P66 ist das
DNA Amplifikat 782 bp lang. Wurde dieses Primerpaar fir die RT/PCR
verwendet, so war es danach mdglich, das erhaltene Amplifikat in einer nested
PCR mit den Primern N724/P124 einzusetzen. Im Vergleich hierzu wurden die
Seren mit dem Primerpaar N537/P452 untersucht, das einen RNA Abschnitt
mit einer Lange von 85 bp amplifiziert. In der ersten Runde mit dem Primerpaar
N848/P66 gab es kein positives Ergebnis, wahrend nach Durchfihrung der
nested PCR unter Verwendung des Primerpaares N724/P124 11 der 36 Seren
positiv waren. Mit dem Primerpaar N537/P452 lie3 sich Hepatitis A Virus RNA
in nur zwei Seren amplifizieren.

Dieses Ergebnis bestatigte, dass die Durchfihrung einer nested PCR die

Sensitivitat erhdht. Auch zeigte diese nested PCR eine gréBere Sensitivitat als
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die RT/PCR mit den Primern N537/P452, die nur ein kleines Segment der
Hepatitis A Virus RNA amplifizieren.

Nicht nur Patientenseren wurden mit diesen verschiedenen Primerpaaren
untersucht, sondern auch verschiedene Chargen inaktivierter Hepatitis A Virus
Pools. Interessanterweise waren unter Verwendung der Primer N537/P452, die
nur ein Segment mit einer Lange von 85bp der Hepatitis A Virus RNA
amplifizieren alle vier Pools inaktivierter Hepatitis A positiv, wahrend sich mit
dem Primerpaar N537/P452 nur RNA in einem Pool inaktivierter Hepatitis A
Viren amplifiziern lieB. Dies legt die Vermutung nahe, dass es durch den
Prozess der Virusinaktivierung zu Veradnderungen der RNA oder
Veranderungen in den Bindungen an die viralen Proteine kommt.
Mdglicherweise wird dabei die fir die RT zugangliche Virus RNA so prasentiert,
dass sie sich mit der RT/PCR nachweisen lassen, wenn Primer verwendet
werden, die nur einen kleinen Abschnitt der RNA amplifizieren. Wurde das
Primerpaar N537/P452 zur Amplifikation von Hepatitis A Virus RNA nach
Inaktivierung verwendet, so konnte diese mit einer hohen Wahrscheinlichkeit

nachgewiesen werden.

Im dritten Abschnitt dieser Arbeit wurden erstmalig MRC-5 Zellen mit Hepatitis
A Virus RNA infiziert, die aus Patientenserum extrahiert wurde. Ein Verfahren,
wie der direkte Nachweis von Hepatitis A Viren in Patientenseren durch
Anzucht auf Zellen, wirde zum Nachweis von infektiésen Seren dienen.

Aus Seren, die von verschiedenen mit Hepatitis A Virus infizierten Patienten
stammten, wurde RNA extrahiert und mit dieser eine Transfektion von MRC-5
Zellen durchgefuhrt. In keinem der acht Versuche lieB sich Hepatitis A Virus
Antigen im ZellkulturGberstand durch Enzymimmunoassay nachweisen. Auch
konnte keine Hepatitis A Virus RNA mittels RT/PCR nach dreimaligem frieren-
tauen der transfizierten Zellen nach 79 Tagen nachgewiesen werden.
Méglicherweise wurde der Beobachtungszeitraum bei diesem Versuch zu kurz
gewahlt. Eine andere Interpretationsmdglichkeit fir das Ergebnis kénnten auch
die fehlenden Adaptationsprozesse der Hepatitis A Viren aus Patientenserum

an die Zellkultur sein. Dies wirde erklaren weshalb es nach Transfektion von
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MRC-5 Zellen mit RNA, die aus der an Zellkultur adaptierten Variante des
GBM-Wildtyps extrahiert wurde, positive Ergebnisse gab. RNA dieser an
Zellkultur adaptierten Variante des GBM-Wildtyps wurde in verschiedenen
Konzentrationen zur Transfektion der MRC-5 Zellen verwendet. Das Ergebnis
zeigte deutlich die Abhangigkeit von der flr die Transfektion verwendeten RNA
Konzentration. Die wahrscheinlich zu geringe Menge viraler RNA in
Patientenseren ist mdglicherweise fir die negativen Transfektionsversuche mit
Patientenseren verantwortlich.

Gezeigt werden  konnte, dass die Transfektion von  Zellen
konzentrationsabhéangig ist. Gleichzeitig bestatigten diese Versuche
vorhergehende Versuche zu den langsamen Wachstumseigenschaften von
Hepatitis A Viren.
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