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Zusammenfassung

Die erfolgreichste Prophylaxe gegen eine Hepatitis-B-Virusinfektion ist die aktive Immuni-
sierung, die die Induktion einer adaptiven Immunantwort zur Folge hat. Die aktive Immu-
nisierung erfolgt mit einem rekombinanten Impfstoff, der als immunogene Determinante das
Hepatitis-B-Virus-Oberflichenantigen (HBsAg) enthélt und die Bildung von anti-HBs indu-
ziert. Die humorale Immunitédt und die erfolgreiche Wirksamkeit von anti-HBs zum Schutz
vor einer Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus wurde bereits eingehend untersucht. Dabei ist
die Aktivierung HBsAg-spezifischer CD4"T-Zellen essenziell fiir die Stimulation spezifischer
B-Lymphozyten und der dadurch initiierten Produktion von anti-HBs. Die vorliegende Ar-
beit befasst sich mit der zelluliren Immunitét, die durch aktive Immunisierung gegen das
Hepatitis-B-Virus induziert wird, und untersucht die Rolle der HBsAg-spezifischen CD4"T-
Zellen bei der Hepatitis-B-Virusinfektion.

Die funktionelle Charakterisierung der Rolle impfinduzierter HBsAg-spezifischer CD4"T-
Zellen bei der Hepatitis-B-Virusinfektion erfolgte anhand humaner Infektionsmodelle fiir
das Hepatitis-B-Virus. Die Untersuchungen wurden mit HBV-infizierten priméren huma-
nen Hepatozyten, die als Modell fiir die akute Primérinfektion gelten, und mit humanen

Hepatom-Zellen, die einen chronischen Infektionsstatus repriasentieren, durchgefiihrt.

HBV-spezifische periphere Blut-Lymphozyten von HBV-geimpften Spendern bewirkten in
Kokultur mit HBV-infizierten Hepatozyten eine signifikante Reduktion der viralen Tran-
skription, der Virusreplikation und der Antigen-Produktion. Der antivirale Effekt der pe-
ripheren Blut-Lymphozyten einzelner Spender stand in Abhéngigkeit ihrer spezifischen T-
Zellreaktivitat und war reversibel. Die negative Beeinflussung der Infektion durch die peri-
pheren Blut-Lymphozyten erfolgte hochstwahrscheinlich iiber Sekretion antiviral wirkender
Zytokine. Die gewonnenen Daten weisen impfinduzierten HBsAg-spezifischen CD4 " T-Zellen
eine eindeutige, antivirale Effektorfunktion bei der Hepatitis-B-Virusinfektion humaner He-
patozyten zu. Da iiberraschenderweise auch HBV-naive periphere Blut-Lymphozyten unge-
impfter Spender eine negative Beeinflussung der Virusreplikation bewirkten und die HBV-
Infektion reversibel inhibierten, scheint auch die angeborene Immunitit bei der Kontrolle

der Hepatitis-B-Virusinfektion eine Rolle zu spielen.
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1 Einleitung

1.1 Hepatitis-B — von der Entdeckung des auslosenden

Virus zum Impfstoff

Im Rahmen einer Impfkampagne gegen Pockenviren im Jahre 1883, bei der Schiffswerftar-
beiter in Bremen mit einer aus humaner Lymphe bereiteten Vakzine immunisiert wurden,
erlangte die Gelbsuchterkrankung, die schon seit dem Altertum bekannt ist, zum ersten Mal
die Aufmerksamkeit der gesamten Bevolkerung. Wie von A. Luerman 1885 beschrieben, ent-
wickelten 15 % der insgesamt 1.289 geimpften Personen Wochen nach der Immunisierung
eine Gelbsucht (Luerman, 1885). Die Gelbsucht galt seitdem als infektiose Krankheit.

In den Vierziger Jahren stellte der britische Arzt F. O. MacCallum gehduftes Auftreten
einer Hepatitis bei Soldaten fest, die einen Gelbfieber-Impfstoff verabreicht bekamen, der
ebenfalls menschliches Serum enthielt (MacCallum et al., 1951). Zudem waren auch Fél-
le bekannt, wonach eine Hepatitis nach Behandlung mit unsterilisierten, wiederverwendeten
medizinischen Instrumenten auftrat. MacCallum begann, ein Virus im menschlichen Blut als
Verursacher einer Hepatitis zu vermuten. Mit der Bezeichnung , Hepatitis-B” bzw. ,Serum-
hepatitis” grenzte er darauthin die Form der Lebererkrankung ein, die hauptséichlich durch
Kontakt mit kontaminiertem Blut iibertragen wird. Fiir die Form der Krankheit, die vor

allem nach Verzehr von kontaminierter Nahrung und kontaminiertem Wasser auftrat, pragte
er den Begriff ,,Hepatitis-A” (MacCallum, 1953).

Im Jahre 1965 entdeckte B. Blumberg ein Antigen im Serum eines australischen Ureinwohners
— das sog. Australia-Antigen —, welches mit dem Serum eines amerikanischen Hamophilie-
Patienten reagierte (Blumberg et al., 1965). 1966 fanden B. Blumberg, W. T. London und
A. Sutnick im Serum eines 12-jahrigen Jungen mit Down-Syndrom das parallele Auftreten

des Australia-Antigens und einer Hepatitis-B (Blumberg et al., 1967).

Nach intensiver Forschung bestéitigten mehrere Arbeitsgruppen einen Zusammenhang zwi-
schen dem Australia-Antigen und der Serumhepatitis (Ragazzini und Vierucci, 1970; Prince,
1968a; Prince, 1968b; Okochi und Murakami, 1993).

D. S. Dane und Kollegen stellten 1970 die direkte Verbindung zwischen dem Australia-
Antigen und der Hepatitis her, als sie in elektronenmikroskopischen Befunden virusdhnliche
Partikel im Serum von Australia-Antigen-positiven Individuen entdeckten. Diese Partikel

fanden sie auch in Leberzellen von Patienten mit Hepatitis (Dane et al., 1970).
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In der Folge wurde klar, dass sich das Australia-Antigen hauptséchlich auf der Oberfliche von
Partikeln fand, die hinsichtlich ihrer Grofse sehr unregelmifig waren und eine viel geringere
Dichte aufwiesen als bereits bekannte Viren dhnlicher Grofse. Auch weil sie keine geneti-
sche Information enthielten, kam die Forschung zu der Schlussfolgerung, dass das Australia-
Antigen nur ein Teil des Virus ist, welches Hepatitis-B auslost. Der Begriff Australia-Antigen
wurde zunichst abgewandelt in ,Hepato-assoziiertes Antigen” und schlieflich wurde die Be-
zeichnung , Hepatitis B Surface Antigen” (HBsAg, Hepatitis-B-Oberflichenantigen) {ibernom-
men. Das vollstindige und infektitse Virus — beschrieben als 42 nm grofes Partikel mit Hiille

und ikosaedrischem Nukleokapsid — wurde nach seinem Entdecker ,Dane-Partikel” benannt.

Die Entdeckungen von S. Krugman im Jahre 1971, dass hitzeinaktiviertes Hepatitis-B-
kontaminiertes Blut nach Injektion zu keiner Lebererkrankung fiihrte (Krugman et al., 1971),
sowie des Auftretens von Antikorpern nach einer Hepatitis-B-Primérinfektion (Lander et al.,
1971) resultierten in der Idee, dass HBsAg eine schiitzende Immunantwort auslosen kénnte
(Krugman, 1975). Nach vielen Jahren umfangreicher Forschung entwickelte das Unterneh-
men Merck einen Hepatitis-Impfstoff, der aus von humanem Blut isolierten HBsAg herge-
stellt wurde. Nach Beschreibung eines von mehr als 90 %igen Schutzes gegen Hepatitis-B
und fehlender unerwiinschter Nebenwirkungen durch W. Szmuness und Kollegen (Szmuness

et al., 1980), wurde der aus humanem Serum gewonnene Impfstoff im Jahre 1981 zugelassen.

Um dem flichendeckenden Bedarf grofser Mengen des HBsAg-Impfstoffes gerecht zu wer-
den, wurden Anstrengungen unternommen, einen Hepatitis-B-Impfstoff aus rekombinantem
HBsAg zu entwickeln. Nach Klonierung und Sequenzierung der viralen DNA gelang es W.
Rutter und B. Hall, reine HBsAg-Partikel in genetisch manipulierten Hefezellen herzustellen
(Valenzuela et al., 1982; McAleer et al., 1984). Dieser Impfstoff stellte eine sichere Alterna-
tive zur Vakzinierung mit attenuierten Viren dar und konnte in gleich bleibender Qualitét
sowie Immunogenitit produziert werden. Die Vakzine zum Schutz vor Hepatitis-B wurde als

weltweit erster rekombinanter Impfstoff zugelassen und eingesetzt.
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1.2 Das Hepatitis-B-Virus

Das hepatotrope Hepatitis-B-Virus (HBV) gehort weltweit zu den hiufigsten viralen Infekti-
onserregern und ist verantwortlich fiir eine akute oder chronische Leberentziindung. Jahrlich
sterben etwa 0,6 bis 1 Million Menschen an den Folgen einer HBV-Infektion und rund 40 %
der Weltbevolkerung weisen entsprechende Antikorper als Merkmal einer bereits stattgefun-
denen oder noch bestehenden Infektion auf (Perz et al., 2006).

Das HBV gehort zu der Familie der Hepadnaviridae, deren Mitglieder neben einem ausge-
priagten Hepatotropismus und hoher Speziesspezifitiat sowie fehlender Zytopathogenitéit auch
die Fahigkeit aufweisen, persistierende Infektionen mit ausgeprigter Virdmie zu erzeugen.
Entsprechend der Systematik ihrer Wirtsorganismen lassen sich Hepadnaviridae in die beiden
Genera der Orthohepadnaviren und der Avihepadnaviren unterteilen. Die tierischen Viren
dieser Familie — vor allem das woodchuck hepatitis virus (WHV) (Waldmurmeltier-Virus;
Summers et al., 1978) und das duck hepatitis B virus (DHBV) (Enten-Virus; Mason et al.,
1980) — dienen in der Hepatitisforschung hiufig als Modellsysteme.

Eine Einteilung des HBV in verschiedene Untergruppen kann iiber serologische Subtypen
oder Genotypen vorgenommen werden. Die verschiedenen serologischen Subtypen des HBV
unterscheiden sich in der Antigenitit ihrer Oberflichenglykoproteine (HBsAg). Ausgehend
von der a-Determinante, die alle Isolate besitzen, wurden die allelisch auftretenden und sich
gegenseitig ausschliefsenden Subtypen d, y und r, w identifiziert. Die serologische Einteilung
wird allméahlich verdringt durch die Einteilung des HBV in die Genotypen A bis F, die
durch DNA-Sequenzunterschiede von 10 - 15 % und eine charakteristische geographische
Verbreitung gekennzeichnet sind (Norder et al., 2004; Echevarria und Avellon, 2006).

Die Ubertragung des HBV erfolgt perinatal, perkutan durch Blut-zu-Blut-Kontakt oder
durch Sexualkontakte. Chronisch HBV-infizierte Personen stellen das Reservoir fiir die Viren
dar, wobei besonders symptomarm oder symptomlos chronisch Infizierte eine Infektionsquelle
bilden (Robert Koch-Institut, 2006). Ein wichtiger Ubertragungsweg ist die Infektion Neu-
geborener durch infizierte Miitter, wobei die mit dem Virus infizierten Frauen die Infektion
in der Regel durch perinatale Ubertragung an das Kind weitergeben konnen. Als epidemio-
logische Durchseuchungsmarker gelten Antikérper gegen das virale Nukleokapsid-Antigen
(anti-HBc), da sie nach Kontakt mit dem Virus lebenslang erhalten bleiben und somit Mar-
ker einer stattgefundenen HBV-Infektion sind. Trotz der weltweiten Verbreitung gibt es grofse
Unterschiede in der Pravalenz, je nach geographischer Lage, ethnischer Zugehorigkeit und
personlichem Risikoverhalten. In der Bundesrepublik Deutschland betrigt dem Robert Koch-
Institut zufolge die Privalenz von aktiven HBsAg-positiven HBV-Infektionen 0,4 bis 0,8 %,
wihrend sich die Privalenz von anti-HBc auf ca. 7 % belduft (Robert Koch-Institut, 2006).
Laut Walter et al. erfolgen hierzulande 30 bis 40 % der Infektionen bei Angehdorigen entspre-
chender Risikogruppen, was die — nach wie vor bestehende — Notwendigkeit der Aufklarung

und entsprechender Impfkampagnen verdeutlicht (Walter et al., 2005).
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1.3 Molekularbiologie des Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis-B-Virus ist ein humanes DNA-Virus, das sich auch aufgrund seiner moleku-

larbiologischen Eigenschaften von anderen Viren unterscheidet.

Morphologie der viralen und subviralen Partikel

Infektiose Viruspartikel, die auch als ,Dane-Partikel” bezeichnet werden, besitzen eine durch-
schnittliche Grofe von 42 nm (Abb. 1.1). In Seren chronischer Virustriger konnen Virusmen-
gen von bis zu 10'° und mehr Virionen/ml vorkommen. Thre dufiere Hiille ist ca. 7 nm dick
und zelluldren Ursprungs. Sie leitet sich von der Membran des endoplasmatischen Retikulums
der Wirtszelle ab (Hollinger, 1996). In diese lipidhaltige Hiille sind die drei verschiedenen
Formen des Hepatitis-B-Oberflichenantigens (grofes, mittleres und kleines HBsAg) einge-
lagert. Die dufsere Hiille umgibt das 36 nm messende ikosaedrische Nukleokapsid, das sog.
Core-Partikel (Crowther et al., 1994). Das Nukleokapsid-Antigen (Core-Antigen, HBcAg)
fungiert dabei als strukturgebendes Protein des Kapsids, welches das virale Genom und die

virale DNA-Polymerase umschliefst.

Neben den Virionen konnen im Serum von akut oder chronisch infizierten Personen sog.
subvirale Partikel nachgewiesen werden. Die nichtinfektiosen subviralen Partikel bestehen
aus leeren Virushiillen und enthalten die im Uberschuss synthetisierten Hiillproteine (Bruss,
2007; Chai et al., 2008). Aufgrund ihrer Morphologie und der Zusammensetzung ihrer Hiille
werden sie aufgeteilt in sphéirische und filamentdse Partikel. Die sphérischen Partikel besitzen
einen Durchmesser von etwa 17 - 25 nm und werden daher als ,,22 nm-Partikel” bezeichnet.
Sie kénnen im Serum chronischer Virustriger Konzentrationen von mehr als 10'3 Partikel /ml

erreichen, withrend die filamentdsen Partikel seltener auftreten (bis zu 10! Partikel /ml).

grofies _— .
g (rote Symbole:
/ :;:::1255} glycosviierte Formen)

Dane-Partikel
s o Hiillmembran
infektiés

HBEcAg

DMNA-Genom

spharisches Partikel
@22 nm
nichtinfektios

Filament
22 % 200 nm
nichtinfeklits

Abb. 1.1: Schematische Struktur der Hepatitis-B-Virus Partikel (entnommen
aus Modrow et al., 2003)
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Das parallele Auftreten von Virionen, sphérischen und filamentosen Partikel zeigt die fol-

gende elektronenmikroskopische Aufnahme von Serum eines Virustragers.

Abb. 1.2: Elektronenmikroskopische Darstellung der Hepatitis-B-Virus Parti-
kel (entnommen aus Ganem und Prince, 2004)

Genomorganisation

Das Hepatitis-B-Virus besitzt ein zirkulédres, partiell doppelstringiges DNA-Genom, wel-
ches je nach Genotyp 3.181 bis 3.221 bp grof ist (Abb. 1.3). Der Minus-Strang weist eine
Linge von ca. 3.200 Nukleotiden auf, wihrend der Plus-Strang mit einer Linge von 1.000
- 2.500 Nukleotiden unvollstindig ist (Hruska und Robinson, 1977; Landers et al., 1977).
Der Minus-Strang bindet am 5-Ende das terminale Protein (TP) der viralen Polymerase
kovalent, wihrend am 3’-Ende des Plus-Strangs die DNA-Polymerase/Reverse Transkripta-
se nichtkovalent assoziiert vorliegt. Die Zirkularisierung der zwei DNA-Strénge erfolgt durch
Uberlappen einer komplementiren 226 bp-langen Sequenz zwischen den 5’-Enden der beiden
Stringe iiber die direct repeats DR1 und DR2.

| Polyadenylierungs-
signal Enhancer

O Reverse Transkriptase

O 5'-kovalent gabundenes Protein

Abb. 1.3: Schematische Genomorganisation des Hepatitis-B-Virus (entnom-
men aus Modrow et al., 2003)
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Die virale Nukleinsdure enthilt vier offene, sich teilweise iiberlappende Leserahmen, die
in verschiedenen Leserastern abgelesen werden. Die PriaCore/Core-Region kodiert fiir das
Prékapsid- und das Kapsidprotein, die PraS/S-Region kodiert die drei Oberflichenproteine,
die P-Region die virale Polymerase (P-Protein) und die X-Region das HBx-Protein (Tiollais
et al., 1985).

Der kodierende Bereich fiir die Oberflichenantigene enthélt die kodierende Region fiir das
kleine HBsAg, dem am 5’-Ende die PraS1- und PréaS2-Region vorangestellt sind. In Ab-
hingigkeit vom Start der Translation kénnen dadurch die drei verschiedenen Formen des

Oberflichenantigens synthetisiert werden.

In dhnlicher Weise liegt im 5’-Bereich der Core-Region der sog. Pra Core-Bereich, der bei der
Synthese des Hepatitis-e-Antigens abgelesen wird (Kramvis und Kew, 1999).

Die Genexpression wird reguliert von vier Promotoren und zwei Enhancern, die unabhén-
gig voneinander gesteuert werden konnen. Der Core-Promotor ist verantwortlich fiir die
Transkription der pragenomischen RNA. Der X-Promotor reguliert die Transkription einer
700 bp-langen mRNA fiir das HBx-Protein. Die Synthese des IHBsAg wird kontrolliert durch
den PraS1-Promotor, wohingegen das mHBsAg und das sHBsAg von einem gemeinsamen

PriS2/S-Promotor reguliert werden.

Da die virale DNA-Polymerase aufgrund fehlender oder ungeniigend wirksamer Exonuklease-
Aktivitdt nur eine unzureichende Korrekturlesefunktion ausiiben kann und die genetische
Information &uferst konzentriert vorliegt, treten hdufig Mutationen im Genom auf. Dabei
fiihren bereits einzelne Nukleotid-Austausche zu pleiotropen Effekten, so dass sich die meis-
ten Mutationen als signifikante Nachteile wiahrend der Virusreplikation erweisen und fiir
das Virus letal sind. Bestimmte Mutationen kénnen sich jedoch unter entprechendem Se-
lektionsdruck durchsetzen und dadurch z. B. zu einer Resistenz gegeniiber antiviralen Sub-
stanzen oder zu einem Auftreten von sog. Immune-escape-Varianten fiihren (Protzer und
Schaller, 2000). Treten Mutationen bei den Genen fiir die Oberflichenproteine auf, kon-
nen mehrere Leserahmen beeinflusst werden. Nukleotid-Austausche in der S-Region wirken
sich moglicherweise aufgrund der Rolle des sog. major hydrophilic loop (MHL) als Ziel so-
wohl neutralisierender als auch diagnostischer Antikorper in der Immunantwort als auch
letztlich bei der Detektion des HBsAg in diagnostischen Systemen nachteilig aus (Hollinger,
2007). Zusatzlich zu Immune-escape-Varianten fithren entsprechende Mutationen auch zu

Diagnosis-escape-Varianten.
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Virale Proteine

Die virale Nukleinsdure kodiert fiir die in Tabelle 1.1 gelisteten Proteine.

Leserahmen Bezeichnung MW
kleines 24 kD
Oberflachenproteine S-Region sHBsAg
Antigen 27 kD glykosyliert
mittleres 33 kD
PraS2-S-Region mHBsAg
Antigen 36 kD glykosyliert
grofies 39 kD
PriS1/PriaS2-S-Region IHBsAg
Antigen 42 kD glykosyliert
Core-
Nukleokapsidproteine C-Region HBcAg 22 kD
Antigen
HepB-early
PraC-C-Region HBeAg 16 kD
Antigen
Hepatitis-B-X-Protein X-Region HBxAg 17 kD
Hepatitis-B-Polymerase P-Region Polymerase 90 kD

Tab. 1.1: Virale Proteine des Hepatitis-B-Virus

Die Oberflichenantigene (HBsAg) werden im rauen endoplasmatischen Retikulum gebildet,
wahrend posttranslationale Modifikationen im Golgi-Apparat erfolgen (Hollinger, 1996). Der
sog. magjor hydrophilic loop (MHL) befindet sich auf der &uferen Oberfliche der viralen
Hiillmembran. Die in diesem Bereich liegende a-Determinante stellt als Bindungsstelle fiir

spezifische Antikorper das wichtigste immunogene Epitop der Oberflichenantigene dar.

Das virale Kapsid-Protein (HBcAg) entsteht durch Translation des Core-Leserahmens und
bildet die Strukturkomponenten des viralen Nukleokapsids (Crowther et al., 1994).

Das HBe-Protein (Hepatitis B early protein) entsteht durch Translation der PraCore- und
Core-Region und anschliefender Prozessierung des Vorlduferproteins. N-terminale Modifi-
kation dieses Vorlauferproteins fiihrt zum Auftreten eines Zwischenproteins, welches nach
Spaltung in der C-terminalen Region das HBe-Protein bildet (Kramvis und Kew, 1999). Der
Grofteil des produzierten HBe-Proteins wird sezerniert. Bereits 1972 wurde dieses 16sliche
Protein entdeckt und gilt seitdem als serologischer Marker fiir die virale Genexpression und
Replikation (Ou, 1997).

Die Translation des offenen Leserahmens der viralen Polymerase liefert ein multifunktionelles
Protein mit vier verschiedenen Doménen (Ganem, 1996). Das terminale Protein ist fiir das
Priming bei der DNA-Synthese verantwortlich. Die Reverse Transkriptase zeigt RNA- und
DNA-abhéngige DNA-Polymerase-Aktivitéit. Eine Ribonuklease (RNase H) spaltet wiahrend
der reversen Transkription die RNA. Diese Ribonuklease-Aktivitét ist zusétzlich beteiligt an
der Verpackung der viralen RNA, am optimierten Priming des kodierenden Stranges und an
der Elongation der viralen Minus-Strang-DNA (Nassal, 2008).

Beim HBx-Protein handelt es sich um ein nichtstrukturelles, akzessorisches Protein des

Hepatitis-B-Virus mit vielfiltigen, regulatorischen Funktionen (Tang et al., 2006). Es dient
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als Transaktivator fiir die virale und zelluldre Genexpression und hat dariiber hinaus on-
kogenes Potential (Su und Schneider, 1997; Diao et al., 2001; Murakami, 2001; Lee et al.,
2002).

Replikationszyklus

Der Replikationszyklus der Hepadnaviridae (Abb. 1.4) ist charakterisiert durch die Synthese
des 3,2-kb grofen, partiell doppelstringigen und zirkuldren DNA-Genoms.

/genomlsche DMA

RIMA-DMA Iniermedlm cccDMNA

/

Abb. 1.4: Replikationszyklus des Hepatitis-B-Virus (nach NTHU, 2008)

prégenomische RMA

Nach der spezifischen Bindung des Virus an die Hepatozyten erfolgt die Aufnahme des Viri-
ons in die Zelle, wobei der zelluldre Rezeptor fiir das Virus im humanen System noch nicht
identifiziert wurde (Lu und Block, 2004).

Nach Internalisierung der Virionen wird im Zytoplasma das Nukleokapsid freigesetzt und
zum Nukleus transportiert. Uber Kernporenkomplexe gelangt das virale Genom in das Kern-

innere.

Im Nukleus wird die partiell doppelstriangige genomische DNA durch zelluldre Enzyme kom-
plettiert. Durch Entfernung des RNA-Oligonukleotides und des terminalen Proteins, Abspal-
tung des Uberhanges am Minus-Strang, Vervollstindigung des Plus-Stranges und kovalente
Ligation der beiden Strange entsteht die cccDNA (covalently closed circular DNA). Die cc-
cDNA wird in Nukleosomen konzentriert und bildet sog. virale Minichromosomen, die als

Matrize fiir die anschliefende Transkription der viralen mRNAs dienen (Nassal, 2008).

Ausgehend von den Minichromosomen werden durch die zellulire DNA-abhéngige RNA-
Polymerase II genomische und subgenomische Transkripte synthetisiert. Dabei treten vier
mRNA-Klassen auf, die unterschiedliche Startpunkte, aber jeweils das gleiche 3’-Ende (Po-
lyadenylierungssequenz) besitzen (Kann und Gerlich, 1998). Die als prigenomische RNA
bezeichnete 3,5-kb lange mRNA weist eine Uberlinge auf. Das Abschreiben dieser mRNA
von der cccDNA fiihrt zur Synthese des HBcAg und der viralen Polymerase. Eine 3,1-kb lan-
ge mRNA dient als Matrize fiir das HBe-Antigen. Fiir die Bildung der Oberflichenantigene
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stehen die 2,4-kb und die 2,1-kb mRNA zur Verfiigung. Eine kurze mRNA von 0,7-kb-Lénge
dient der Synthese des HBxAg. Nach Modifikation der 5’-Enden durch Cap-Strukturen und
Polyadenylierung der 3’-Enden durch zellulire Enzyme werden die viralen mRNAs ins Zy-

toplasma exportiert und translatiert.

Im Zytosol lagern sich die synthetisierten HBc-Dimere zum Viruskapsid zusammen. Wech-
selwirkungen zwischen der DNA-Polymerase und den HBc-Proteinen sowie zwischen der
Polymerase und der prigenomischen RNA fiihren zur Kapsidbildung mit Aufnahme des
RNA-Polymerase-Komplexes (Bartenschlager et al., 1990; Lott et al., 2000). Die Polymera-
se erkennt und bindet nun spezifisch das e-Verpackungssignal, eine RNA-Sekundérstruktur
am 5-Ende der prigenomischen RNA (Junker-Niepmann et al., 1990). Mit der Inkorpora-
tion der viralen prigenomischen RNA beginnt die reverse Transkription und Reifung der
neugebildeten Viruspartikel (Pollack und Ganem, 1994).

Die weiteren Schritte der Virusreplikation finden innerhalb der Core-Partikel im Zytoplasma
statt. Als Primer fiir die sog. Erststrangsynthese dient die N-terminale Doméne der viralen
Polymerase — das terminale Protein. Durch reverse Transkription wird das RNA-Prégenom
in einzelstrangige DNA iiberschrieben, wihrenddessen die RNase H-Aktivitdt der Polyme-
rase den RNA-Anteil des entstehenden Duplexmolekiils degradiert. Der neu synthetisierte
Minus-DNA-Strang dient wihrend der sog. Zweitstrangsynthese als Matrize fiir die Synthese
des Plus-Strangs. Die Synthese des Plus-Strangs kommt nach ungeféhr zwei Dritteln zum
Erliegen, so dass der Plus-Strang 50 bis 70 % der Linge des Minus-Strangs erreicht und
die reife genomische DNA in ihrer charakteristischen, partiell doppelstringigen, zirkuldren,
aber nichtkovalent geschlossenen Form entsteht (Ganem, 1996). Die umhiillten Virionen und

subviralen Partikel werden sezerniert.

Die Regulation der viralen cccDNA zum Zwecke der Etablierung einer Persistenz ist ein zen-
traler Aspekt der Hepatitis-B-Virusreplikation (Caruntu und Molagic, 2005). Uber Neuin-
fektion der Hepatozyten mit dem Virus oder durch Wiedereintritt neu synthetisierter viraler

DNA in den Nukleus kann die Aufrechterhaltung der viralen Replikation gesteuert werden.
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1.4 Die Hepatitis-B

Die ,Hepatitis-B” ist eine durch das Hepatitis-B-Virus hervorgerufene akute oder chronische
Leberentziindung. Eine Primérinfektion kann sich in einer akuten Erkrankung dufern, ver-

lauft jedoch in der Mehrheit der Félle inapparent.

Symptomatik der Hepatitis-B

Die Ubertragung von Hepatitis-B-Viren geschieht durch Blut oder blutkontaminierte Kérper-
fliissigkeiten, wobei kleinste Mengen fiir eine Infektion geniigen konnen. Nach der Inokulation
gelangt das Virus tiber den Blutweg in die Leber. Die Inkubationszeit der Hepatitis-B betragt
sechs Wochen bis sechs Monate. Im Prodromalstadium treten Appetitlosigkeit, Muskel- und
Gelenkbeschwerden, Fieber, Ubelkeit, Erbrechen und ein allgemeines Krankheitsgefiihl auf.
Das akute Stadium ist charakterisiert durch Ikterus, dunklen Urin, entfarbten Stuhl und
tastbare Leber- und Milzvergroferung. Es zeigen sich starke parenchymale Leberverdnde-
rungen und Entziindungsreaktionen, wobei die antivirale Immunantwort das pathogeneti-
sche Geschehen bestimmt. Das Virus selbst weist eine sehr geringe Zytopathogenitéit auf.
Die starken Gewebeschiadigungen entstehen — ausgehend von verschiedenen Immunzellen —

durch Zytolyse infizierter Hepatozyten (Vierling, 2007).

Verlaufsformen der Hepatitis-B

Bei an Hepatitis-B-Erkrankten konnen verschiedene Krankheitsverldufe auftreten. Bei ca.
1 % kommt es zu einer fulminanten Hepatitis, die unbehandelt im Leberversagen endet
und oft tddlich verlaufen kann. Ein selbstlimitierender Verlauf mit Elimination des Virus,
Ausheilung der Erkrankung und Erwerb einer lebenslang schiitzenden Immunitét tritt in ca.
90 % aller Hepatitis-B-Fille bei Erwachsenen auf. Bei 5 bis 10 % der Patienten alter als
12 Jahre und in iiber 95 % bei perinatal erworbener HBV-Infektion entwickelt sich jedoch

eine chronische Hepatitis (Rehermann und Nascimbeni, 2005).

Die chronische Hepatitis reicht von der Hepatitis des scheinbar gesunden Virustrigers ohne
klinische Symptome bis hin zur chronisch-aggressiven Hepatitis mit starker Virusvermeh-
rung und erheblichen entziindlichen Verdnderungen der Leber. Als Folge einer chronischen
Hepatitis-B kann durch die Schadigung des Lebergewebes eine Fibrose entstehen, die nach
mehrjihrigem Verlauf zur Leberzirrhose fortschreiten und bis zum Leberversagen fiihren
kann. Neben der Zirrhose, die per se onkogen ist, ist auch das Virus selbst onkogen und
kann die Entwicklung eines hepatozelluliren Karzinoms bewirken (Brechot, 2004; Szabo et
al., 2004).
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Diagnostik der Hepatitis-B

Die Diagnostik der Hepatitis-B-Virusinfektion beruht auf dem serologischen Nachweis viraler
Antigene und spezifischer Antikorper sowie der viralen DNA. Das zeitliche Muster der sero-
logischen Marker ist dabei die Grundlage fiir die Beurteilung des Infektionsstatus (Servoss
und Friedman, 2004; Hatzakis et al., 2006; Hollinger, 2007; Valsamakis, 2007).

Der Nachweis von HBV-DNA im Serum wird als Marker einer signifikanten Virdmie ange-
sehen. Bereits in der Frithphase der Infektion ist der direkte Virusnachweis mittels PCR
oder Hybridisierungsassays moglich und erlaubt eine Beurteilung der Virus-Aktivitdt und
Infektiositét.

HBsAg kennzeichnet eine HBV-Infektion und kann bereits in der Frithphase der Infektion
serologisch nachgewiesen werden. HBsAg zeigt das Vorhandensein von Virus in der Leber

und potentielle Infektiositit an.

HBeAg gilt als Replikationsmarker, wobei die Hohe des HBeAg-Titers in gewisser Korrelation
zur Infektiositit steht.

Der Nachweis spezifischer Antikorper gegen die viralen Antigene erlaubt ebenfalls eine den
Infektionsstatus der Hepatitis-B kennzeichnende Beurteilung. Antikérper gegen das virale
Oberflachenprotein — anti-HBs — treten erst nach volligem Verschwinden von HBsAg auf
und charakterisieren eine abgelaufene Infektion. Das nach Serokonversion von HBeAg ent-
stehende anti-HBe steht fiir eine meist niedrige Virus-Aktivitdt und damit geringe Infek-
tiositdt. Anti-HBc-IgM bzw. anti-HBc-IgG (Antikorper gegen das virale Kapsid-Antigen)
bleiben nach Kontakt mit HBV lebenslang erhalten und sind Marker einer stattgefundenen
Infektion. Da es in allen Infektionsverldufen auftritt, dient anti-HBc als epidemiologischer

Durchseuchungsmarker.

Therapie der Hepatitis-B

Die priméren Ziele einer antiviralen Therapie sind eine Senkung der Viruslast und Vermin-
derung der intrahepatischen entziindlichen Aktivitdt. Als therapeutische potentielle Lang-
zeiteffekte werden damit die Verhinderung von Zirrhose und hepatozellulirem Karzinom
angestrebt. Eine erfolgreiche Therapie bewirkt eine dauerhafte Reduktion der Viruslast, dau-
erhafte Serokonversion zu anti-HBe sowie Verlust des HBsAg (Balsano und Alisi, 2008).

Die akute Hepatitis-B heilt bei Erwachsenen in iiber 90 % der Fille spontan aus, so dass in der
Regel nur die klinischen Symptome behandelt werden, da eine Verbesserung der Ausheilung

durch eine antivirale Therapie kaum nachweisbar zu sein scheint (Cornberg et al., 2007).

Zur Behandlung der chronischen Hepatitis-B gibt es gegenwértig zwei verschiedene Behand-
lungsoptionen. Zum einen werden immunmodulierende Substanzen wie z. B. Interferon-a
in der Therapie verwendet, zum anderen die Virusreplikation hemmende Nukleosid- und

Nukleotidanaloga. Die immunmodulatorische antivirale Wirkung von rekombinantem IFN-a
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wird durch eine unspezifische Stimulation der zelluldren Immunantwort (z. B. Erhéhung der
Expression des Haupthistokompatibilitdtskomplex-Klasse-I oder Aktivierung zytotoxischer
T-Lymphozyten) vermittelt. Nukleosidanaloga wie z. B. Lamivudin, Telbivudin oder Ente-
cavir bzw. Nukleotidanaloga wie Adefovir oder Tenofovir hemmen die Virusreplikation auf
direktem Wege. Die Analoga wirken iiber Kompetition mit Nukleosiden bzw. Nukleotiden um
den Einbau in den wachsenden DNA-Strang. Die folgende Hemmung der DNA-Polymerase
mit anschliefendem Kettenabbruch resultiert in einer Verminderung der viralen Replikation.
Da das Absetzen der Therapie mit Nukleosidanaloga in einem Wiederanstieg der Virdmie
resultiert, muss die antivirale Therapie iiber einen langeren Zeitraum, u. U. lebenslang,
durchgefiihrt werden. Jedoch fiihrte die Entwicklung und der Einsatz spezifischer antiviraler
Dauertherapien zum Auftreten verschiedener resistenter HBV-Varianten, was ein virologi-
sches Nichtansprechen auf die Behandlung zur Folge haben kann (Balsano und Alisi, 2008;
Ferir et al., 2008).

Immunprophylaxe der Hepatitis-B

Durch die aktive und passive Immunisierung ist eine gezielte Prophylaxe der Hepatitis-B
moglich. Im Jahre 1992 empfahl die Weltgesundheitsorganisation WHO allen Léndern die
generelle Impfung gegen Hepatitis-B (Hollinger et al., 2007). Da der Mensch der einzig epide-
miologisch relevante Wirt des Hepatitis-B-Virus ist, konnte durch die weltweite Umsetzung

dieser Empfehlung die Hepatitis-B langfristig ausgerottet werden.

Aktive Immunprophylaxe

Die wichtigste und erfolgreichste praventive Mafknahme gegen eine Hepatitis-B-Virusinfektion
ist die aktive Impfung, welche die Induzierung einer adaptiven Immunantwort zur Folge hat.
Fiir die aktive Immunisierung wird ein gentechnisch hergestellter Totimpfstoff verwendet,
der mit Hilfe des Hefesystems Saccharomyces cerevisiae gewonnen wird. Dieses Kultursys-
tem ermoglicht die Expression intakter 22 nm-Partikel, die nur nicht glykosyliertes HBsAg
enthalten (Waters et al., 1987). Die 22 nm-Partikel bilden die immunogene Komponente fiir
die aktive Immunisierung und induzieren die Bildung neutralisierender Antikorper, die gegen
die a-Determinante im sHBsAg gerichtet sind (anti-HBs) (Zuckerman, 2000; Inchauspe und
Michel, 2007). Die Grundimmunisierung gegen HBV besteht aus drei Impfungen und ist in
den Routineimpfplan fiir Sduglinge und Kleinkinder integriert (Cornberg et al., 2007).

Die Aktivierung HBsAg-spezifischer CD4"T-Zellen ist essenziell fiir die Stimulation spezi-
fischer B-Lymphozyten und die dadurch initiierte Produktion von anti-HBs. Szmuness et
al. zufolge entwickeln iiber 95 % der Geimpften eine humorale Immunitét mit schiitzendem
anti-HBs-Titer (Szmuness et al., 1980). Zudem treten HBsAg-spezifische T-Helferzellen und
die T-zellabhéngige Synthese neutralisierender Antikérper bereits innerhalb von zwei Wo-
chen nach der Immunisierung auf (Bocher et al., 1996; Bocher et al., 1999). Nach Kontakt
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mit HBsAg setzen die impfinduzierten HBsAg-spezifischen CD4"T-Zellen die Zytokine IL-2,
IFN-v und TNF-« frei (Bocher et al., 1999; Bauer et al., 2002). Die Immunisierung durch
die HBV-Vakzine fiihrt bei den Impflingen zu einer unterschiedlichen Reaktivitét, die sich
serologisch anhand des Antikérper-Titers bestimmen lisst. Verschiedene Studien konnten
allerdings zeigen, dass ca. 80 % der Geimpften, die auf die Impfung nicht ansprechen — trotz
fehlender bzw. schwacher humoraler Immunitéit — eine zelluldre Immunitéit aufbauen konnen,

deren Bedeutung noch ungeklirt ist (Jarrosson et al., 2004; Bauer und Jilg, 2006).

Passive Immunprophylaxe

Eine passive Immunisierung mit Hepatitis-B-spezifischem Immunglobulin dient vor allem
der postexpositionellen Prophylaxe. Spezifische Immunglobulin-Priaparate werden aus Seren
von Patienten mit einer abgelaufenen HBV-Infektion und zum Teil aus Seren von geimpften
Personen gewonnen. Deshalb enthalten sie neben anti-HBs auch anti-HBc. Der hohe Titer an
Antikorper gegen HBsAg dieser Hyperimmunglobulinpraparate vermittelt iiber Komplexie-
rung freier Virionen einen sofortigen Schutz nach Kontakt mit dem Virus. Da der Antikorper-
vermittelte Schutz nur bis zum Abfall des Titers anhilt, erfolgt die passive Immunisierung
meist in Kombination mit dem Totimpfstoff als aktiv-passive Immunisierung (Zuckerman,
2007). Die aktiv-passive Impfung ist besonders wichtig fiir Neugeborene HBV-infizierter Miit-
ter. Die passive Immunisierung dient — neben der postexpositionellen Indikation — auch zum
Schutz vor Reinfektion mit dem Virus nach einer Lebertransplantation sowie der Prophylaxe
immunsupprimierter Patienten und Personen, die durch eine aktive Impfung keinen eigenen

Impfschutz aufbauen konnen.

Aktiv-passive Postexpositionsprophylaxe bei Neugeborenen HBV-infizierter Miitter

Besonders gefihrlich ist die Infektion Neugeborener durch HBsAg-positive Miitter, da hier
ein hohes Risiko zur Entwicklung einer chronischen Hepatitis besteht (Rehermann und Nas-
cimbeni, 2005). Zur Verhinderung der Infektion bei Neugeborenen von Hepatitis-B-infizierten
Miittern sollte die passive Immunisierung innerhalb von zwdlf Stunden postnatal erfolgen.
Zusitzlich sollte die Grundimmunisierung mit Hepatitis-B-Impfstoff begonnen werden. Die
Ubersichtsarbeit von Lee et al. beschreibt die Effizienz der aktiv-passiven Postexpositions-
prophylaxe, die in 85 bis 95 % aller Fille einen Schutz bei perinataler Ubertragung und
spéterer Infektion im Kleinkindalter bewirkt (Lee et al., 2006).
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1.5 Immunpathogenese

Die angeborene und erworbene Immunitit im Uberblick

Die angeborene oder natiirliche Immunitét, die fiir die frithen Phasen einer Abwehrreaktion
verantwortlich ist, setzt sich zusammen aus phagozytotischen Zellen (Neutrophile, Monozy-
ten und Makrophagen) und aus Zellen, die inflammatorische Mediatoren freisetzen (Baso-
phile, Mastzellen und Eosinophile) sowie aus Natiirlichen Killer-Zellen. Toll-like-Rezeptoren
(TLR), die sowohl intrazellular (TLR7, TLR8 und TLRY) als auch auf der Oberfliche
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR11) v. a. von Makrophagen auftreten, stellen
einen konservierten Abwehrmechanismus dar und haben in der angeborenen Immunitét ei-
ne besondere Bedeutung. Uber Erkennung und Bindung pathogen-assoziierter molekularer
Muster (pathogen-associated molecular patterns; PAMPs) setzen sie Signalkaskaden in Gang,
die iiber Aktivierung verschiedener immunologisch aktiver Zellpopulationen eine erste, zeit-
lich rasch auftretende Immunreaktion induzieren. Die adaptive oder erworbene Immunitét
hingegen wird durch antigenspezifische B- und T-Lymphozyten vermittelt, die durch Infek-
tion oder Impfung induziert werden. Eine effektive Elimination von Pathogenen resultiert
in der Regel aus der Kombination von angeborener und erworbener Immunitét (Delves und
Roitt, 2000a; Delves und Roitt, 2000Db).

Neben der B-Lymphozyten-vermittelten humoralen Immunitéit spielt die T-Lymphozyten-
vermittelte zellulare Immunitéit eine entscheidende Rolle bei der adaptiven Immunantwort.
Es gibt zwei wichtige Untergruppen von T-Zellen mit unterschiedlichen Effektorfunktionen,
die die Zelloberflichenproteine CD4 oder CD8 tragen:

‘ Phénotyp H Subpopulation H Effektorfunktionen vermittelt durch ‘
‘ CD3%/ CDh4t H T-Helferzellen ‘ Ty-Typl H IL-2, IFN-v, TNF-« ‘ Makrophagen-Aktivierung ‘
‘ CD3%/ CDh4t H T-Helferzellen ‘ Ty-Typ2 H IL-4, IL-5, 1L-6, 1L-10, IL-13 ‘ B-Zell-Aktivierung ‘
‘ CD3%/ CD8* zytotoxische T-Zellen ‘ CTL H IL-2, IFN-~, Perforine ‘ Lyse virusinfizierter Zellen ‘

Tab. 1.2: Funktionale Klassen der Effektor-T-Lymphozyten

Vor allem TNF-a und IFN-v haben entscheidende Bedeutung an der Regulation immunologi-
scher Prozesse und Antworten (Herbein und O’Brien, 2000; Randall und Goodbourn, 2008).
Dabei kann die primér antivirale Wirkung der von T-Lymphozyten sezernierten Zytokine
oftmals auch — wie bei der Hepatitis-B — fiir pathogenetische Effekte und Zellschiadigungen
verantwortlich sein (Guidotti und Chisari, 1999; Guidotti und Chisari, 2000).

T-Lymphozyten erkennen die durch HLA-Molekiile priasentierten Fremdantigene iiber ihren
T-Zell-Rezeptor. Uber die T-Zell-Oberflichenproteine CD4 bzw. CDS8 erfolgt wihrend der
Antigenerkennung eine spezifische Bindung an definierte Bereiche der HLA-Molekiile, wobei
CD8"T-Zellen an HLA-Klasse-I-Molekiile und CD4"T-Zellen an HLA-Klasse-II-Molekiile
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binden. In Kombination mit dem sog. CD3"-Komplex, der nach Bindung des HLA-Peptid-
Komplexes fiir die Signaliibertragung zusténdig ist, fungieren die CD4- bzw. CD8-Proteine

als wichtige Korezeptoren.

Die Leber als immunologisch aktives Organ

Die Leber gilt als zentrales Organ des gesamten Stoffwechsels und ist Zielgewebe des hepato-
tropen Hepatitis-B-Virus. Die Blutzufuhr — und damit der Transport des Virus —in die Leber
erfolgt zum einen iiber die hepatische Arterie, zum anderen wird n&hrstoffreiches Blut vom
Darm iiber die Pfortader in die Leber transportiert. Das Blut stromt durch die Sinusoide

— das Kapillarnetz der Leber — und verlésst die Leber iiber die Lebervene.

Lebergewebe besteht zu ca. 65 % aus Hepatozyten, der Rest sind nichtparenchymale, haupt-
sichlich sinusoidale Zellen. Die Sinusoide enthalten neben den Endothelzellen (lebersinu-
soidale Endothelzellen, LSEZ) vor allem leberresidente Makrophagen (Kupffer-Zellen) und
Ito-Zellen (Fett-speichernde Zellen) (Knolle und Gerken, 2000). Zudem findet man im Le-
bergewebe residente dendritische Zellen und Lymphozyten. Die LSEZ bilden zusammen mit
den phagozytierenden Kupffer-Zellen einen wichtigen Teil des angeborenen Immunsystems
(Enomoto et al., 2004; Naito et al., 2004).

Die Kupffer-Zellen, die hepatischen dendritischen Zellen und die LSEZ exprimieren als le-
berspezifische Antigen-priasentierende Zellen HLA-Klasse-I- und Klasse-II-Molekiile auf ih-
rer Oberfliche und konnen Fremdantigene — sezernierte Antigene oder DNA-Partikel HBV-
infizierter Hepatozyten — aufnehmen, prozessieren und den CD4'T-Zellen bzw. CD8" T-

Zellen prisentieren (Knolle und Limmer, 2003).

Immunpathogenese der Hepatitis-B

Zahlreiche Untersuchungen zur Pathogenese der Hepatitis-B im humanen System und im
Tiermodell erbrachten eindeutige Hinweise, dass das Virus selbst nicht zytopathogen ist und
die Hepatitis durch zellulire virusspezifische und angeborene, unspezifische Immunreaktionen
initiiert wird. Neben der virusspezifischen, T-Zell-vermittelten Lyse infizierter Hepatozyten
spielen auch inflammatorische Zytokine, die von antigenspezifischen und unspezifischen mo-
nonuklediren Zellen sezerniert werden, eine wichtige Rolle, da sie direkt und nichtzytolytisch
eine Inhibition der Virusreplikation und der viralen Genexpression induzieren (Guidotti und
Chisari, 2001). Fiir die effektive Kontrolle der Infektion mit dem Ziel der Viruselimination
sind sowohl zelluldre als auch humorale Immunmechanismen nétig (Wieland und Chisari,
2005; Rehermann, 2007). Dabei entscheidet die Differenzierung der CD4"T-Zellen in die
inflammatorischen Ty-Typl- oder die Ty-Typ2-Effektorzellen, ob eine zelluldre und anti-
genspezifische Immunantwort oder eine humorale Immunantwort vorherrschend sein wird.
Patienten mit einer akuten, selbstlimitierenden Infektion zeigen vorwiegend ein Tyx-Typl-

spezifisches Zytokinmuster, wahrend chronisch Infizierte ein variables Muster einzelner Tpy-
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Typl- und Ty-Typ2-Klone in Kombination verschiedener Zytokine aufweisen (Inoue et al.,
1989; Barnaba et al., 1994; Kakumu et al., 1994).

In verschiedenen Modellsystemen wurde eine Zytokin-vermittelte antivirale Wirkung auf die
Hepatitis-B-Virusreplikation gezeigt. Allen voran stehen IFN-y und TNF-« (Guidotti et al.,
2002). IFN-v und IL-2 wirken auch indirekt iiber Aktivierung von Lebermakrophagen zur Se-
kretion von TNF-«, welches konsekutiv die Expression von viralen Proteinen hemmt (Guilhot
et al., 1993; Guidotti et al., 1994). Auch IL-12, welches von Antigen-préisentierenden Zellen
produziert wird, wirkt iiber Induktion der [FN-v-Sekretion durch T-Zellen und Natiirlichen
Killerzellen stark inhibitorisch (Cavanaugh et al., 1997).

Humorale Immunantwort nach Hepatitis-B-Virusinfektion

Bislang wurden in den Hiillproteinen, im Nukleokapsidprotein und im HBeAg immunogene
Bereiche identifiziert, die zur Induktion spezifischer Antikorper-produzierender B-Zellen und

zur Bildung von anti-HBs, anti-HBc sowie anti-HBe fiihren.

Die neutralisierenden Antikorper, die gegen die viralen Oberflichenproteine gerichtet sind,
spielen eine entscheidende Rolle bei der Elimination des Virus. Anti-HBs komplexiert durch
Bindung des HBsAg freie Viruspartikel und vermittelt zugleich den Schutz vor einer Rein-
fektion. Im Gegensatz dazu iiben Antikorper gegen das Nukleokapsid (anti-HBc) sowie gegen
HBeAg (anti-HBe) keine neutralisierende Funktion aus. Sie sind sowohl bei akut Infizierten

als auch bei chronisch Infizierten in hohen Titern nachweisbar (Huang et al., 2006).

HLA-Klasse-ll-restringierte CD4*T-Zellantworten nach Hepatitis-B-Virusinfektion

HBV-spezifische HLA-Klasse-II-restringierte CD4" T-Zellantworten beobachtet man haupt-
siachlich bei Patienten mit akuter, selbstlimitierender Infektion. Diese starke, multispezifische
und polyklonale Antwort richtet sich primar gegen die Kapsidantigene HBcAg und HBeAg
und fiihrt zu einer Aktivierung HBcAg-spezifischer zytotoxischer T-Zellen, welche die virale

Genexpression und Replikation in der Leber nichtzytolytisch unterdriicken kénnen (Ferrari
et al., 1990).

Entgegen der hohen Immunogenitét der Nukleokapsid-Antigene induzieren die viralen Ober-
flichenproteine (HBsAg) wihrend der Infektion eine scheinbar schwicher ausgeprigte Ex-
pansion spezifischer CD4"T-Zellen. Dass es sich bei HBsAg allerdings nicht um ein generell
schwaches Immunogen handelt, zeigt die starke humorale Immunantwort und die HBsAg-
spezifische CD4"T-Zellantwort bei immunisierten Personen (Celis et al., 1988; Jin et al.,
1988).

Als dominierende T-Helferzell-Immunreaktion in Zusammenhang mit der Eliminierung des
Virus gilt die nukleokapsidspezifische CD4 " T-Zellantwort. Weitere immunogene Epitope bei
der viralen Polymerase (identifiziert von Mizukoshi et al., 2004) oder dem HBx-Antigen sind
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noch unzureichend erforscht, konnten aber in der Entwicklung neuer Vakzinierungsstrategien

von Bedeutung sein.

Eine chronische Hepatitis-B-Virusinfektion weist eine deutlich schwicher ausgepragte zellu-
laire Immunantwort auf, die nicht ausreicht, die Infektion effizient zu kontrollieren und das

Virus zu eliminieren.

HLA-Klasse-I-restringierte zellulire Immunantwort nach Hepatitis-B-Virusinfektion

HLA-Klasse-I-restringierte CD8"T-Zellantworten bei Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus
richten sich gegen verschiedene Epitope des Nukleokapsids (Bertoletti et al., 1991; Penna et
al., 1991), der Hiillproteine (Nayersina et al., 1993), der Polymerase (Nayersina et al., 1993)
und des HBx-Antigens (Hwang et al., 2002). Die virusspezifische CD8*T-Zellantwort ist bei
der akuten, selbstlimitierenden Infektion bedeutend stiarker ausgepriagt als bei chronischem
Infektionsverlauf (Vierling, 2007). Es wurde vielfach gezeigt, dass fiir die Reduktion der
Viruslast im infizierten Gewebe hauptsichlich die zytotoxischen CD8"T-Zellen (cytotozic
T-lymphocytes, CTL) verantwortlich sind. Die antivirale Wirkung erfolgt durch diese Zel-
len sowohl auf zytolytischem als auch nichtzytolytischem Weg (Guidotti und Chisari, 2001;
Bertoletti und Gehring, 2006).

Die nichtzytolytische antivirale Wirkung aktivierter CD8"T-Zellen resultiert aus Sekretion
der Zytokine IFN-v oder TNF-«, die eine effiziente Inhibition der viralen Genexpression
und Replikation vermitteln. Zytolytisch wirken aktivierte CD8"T-Zellen iiber Induktion der
Apoptose infizierter Zellen. Eine CTL-induzierte Apoptose betrifft insgesamt jedoch nur
5 % aller Hepatozyten. Erst durch das konsekutive Einwandern weiterer Entziindungszellen
kommt es zu einer nekroinflammatorischen Reaktion des Gewebes. Nach Walewska-Zielecka
et al. bestehen die infiltrierenden und inflammatorisch-wirkenden Zellen zu 20 bis 25 %
aus CD8"T-Zellen und zu 50 bis 60 % aus CD4"T-Zellen (Walewska-Zielecka et al., 2008).
Hinzu kommt die von aktivierten Kupffer-Zellen ausgeloste antigenunspezifische Zerstérung

von Hepatozyten durch Sekretion von IFN-v oder TNF-a.

Die Bedeutung impfinduzierter HBsAg-spezifischer CD4+T-Zellen

Erste Hinweise auf eine moglicherweise bedeutende Rolle der HBsAg-spezifischen CD4"T-
Zellen fiir den Verlauf der HBV-Infektion wurden durch Untersuchungen an HBV-transgenen
Mausen erbracht. Nach Injektion HBsAg-spezifischer Ty 1-Zell-Klone wurde in den entspre-
chenden Méusen die Virusreplikation signifikant reduziert. Verantwortlich fiir diese antivi-
ralen Effekte waren IFN-y und TNF-«, die nach Antigenerkennung durch die Ty1-Zellen
freigesetzt wurden (Franco et al., 1997). Mit Hilfe von T-Zell-Klonen HBV-geimpfter Per-
sonen konnte gezeigt werden, dass HBsAg-spezifische CD4"T-Zellen sowohl exogene als

auch endogene virale Hiill-Polypeptide erkennen. Die endogenen Hiillantigene werden den
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CD4"T-Zellen durch HLA-Klasse-II-Molekiile auf der Oberfliche von Leberzellen prisen-
tiert (van den Oord et al., 1986; Penna et al., 1992). In transgenen HBsAg-exprimierenden
Mausen wurde eine Reduktion der HBsAg-Produktion sowie der RNA-Expression durch so-
wohl CD8" T-Lymphozyten als auch CD4"T-Zellen beobachtet. Dabei war die Kinetik der
Antigen-Reduktion durch beide T-Zellpopulationen dhnlich und ebenso effektiv in der Elimi-
nierung der viralen RNA. Daher beschreiben Mancini et al. die Tyl-Antwort als addquate
und starke Antwort des Immunsystems zur Kontrolle der viralen Expression bis hin zur
Virus-Elimination (Mancini et al., 1998). Auch im Schimpansen-Modell wurden Hinweise
fiir die Bedeutung der spezifischen CD4 " T-Zellen gewonnen. Obwohl in einer spiteren Pha-
se der Infektion die Viruslast trotz zunehmender CD4" T-Zellen unverandert blieb, wurde in
Abwesenheit der CD4"T-Zellen (Depletion der Zellen) eine linger andauernde Leberentziin-
dung festgestellt. CD4"T-Zellen spielen demzufolge eine entscheidende Rolle in der friithen

Immunantwort und sind somit essenziell fiir die Kontrolle des Virus (Thimme et al., 2003).

Regulatorische T-Zellen

Es stellte sich heraus, dass regulatorische T-Zellen (Tge.-Zellen) eine bedeutende Rolle in
der Suppression virusspezifischer Immunantworten spielen. Natiirliche Tgeg-Zellen mit dem
Phénotyp CD4"CD25" tragen einen Anteil von ungefihr 5 bis 10 % der CD4"T-Zellen
(Sakaguchi, 2005). Nach Manigold und Racanelli unterdriicken Trey-Zellen die Aktivierung,
Proliferation, Differenzierung und Effektorfunktionen verschiedener Zelltypen, wie z. B. T-
Lymphozyten, B-Zellen oder Natiirlicher Killer-Zellen. Die Kontrolle der Immunantwort, er-
folgt {iber Sekretion antiinflammatorischer Zytokine, direkte Lyse der Zielzellen oder Zell-
Zell-Kontakt-abhéngige Mechanismen (Manigold und Racanelli, 2007).

Es wurde gezeigt, dass Patienten mit einer chronischen HBV-Infektion signifikant mehr Tgeg-
Zellen im Blut als auch akkumuliert in der Leber vorweisen als Patienten mit akuter Infektion
(Xu et al., 2006; Yang et al., 2007). Daneben initiierten CD4*CD25" Tgeg-Zellen eine erhohte
suppressive Aktivitit gegen HBV-spezifische T-Zellantworten. Diese Erkenntnisse fiihren zu
der Vermutung, dass spezifische Tgee-Zellen HBV-spezifische T-Zellen unterdriicken und so

entscheidend an der Entstehung einer chronischen Infektion beteiligt sind (Xu et al., 2006).

Die Rolle der angeborenen Immunitit bei der Hepatitis-B-Virusinfektion

Als erste Barriere gegen Pathogene sollen die Effektormechanismen der angeborenen Im-
munitit die erworbene Immunitit komplettieren und die Effektivitit der Pathogenabwehr
optimieren. Im HBV-transgenen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass iiber Toll-like-
Rezeptoren ausgeloste Signalkaskaden oder die Aktivierung von Natiirlichen Killer-Zellen so-
wie Natiirlichen Killer-T-Zellen zur Zytokinproduktion letztlich zu einer Inhibition der Virus-
replikation fiihren (Kimura et al., 2002a; Kimura et al., 2002b; Isogawa et al., 2005). Cooper
et al. zeigten, dass die HBcAg-induzierte Zytokinproduktion urséchlich TLR2-vermittelt ist
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(Cooper et al., 2005). Obwohl die von unterschiedlichen Zellpopulationen der angeborenen
Immunitat sezernierten Zytokine IFN-y und TNF-a eine Reduktion der viralen Replikation
bewirken kénnen, ist bisher nicht eindeutig geklart, welche Rolle die angeborenen Immunme-
chanismen in der Pathogenese bzw. Viruseliminierung wihrend der Friihphase der Infektion

spielen.

1.6 Infektionsmodelle des Hepatitis-B-Virus

Wegen der globalen Bedeutung, die durch das Hepatitis-B-Virus verursachte Infektionen tra-
gen, ist die Erforschung dieses Virus anhand verschiedener Tier- und Zellkultur-Modellsyste-
me von immenser Wichtigkeit (Guha et al., 2004). Auf natiirlichem Weg ist das Hepatitis-
B-Virus nur fiir Menschen und hohere Primaten infektios (De Meyer et al., 1997). Diese
Speziesspezifitit limitiert dabei die potenziellen Modellsysteme fiir eine direkte Untersu-
chung des Virus. Neben der Speziesspezifitit und dem Hepatotropismus stellt das Virus
zudem Anforderungen an den Differenzierungsgrad seiner Zielzellen (Schulze-Bergkamen et
al., 2003). Somit miissen fiir entsprechende in wvitro Infektionsversuche primére Leberzel-
len verwendet werden, da die zur Verfiigung stehenden humanen Hepatom-Zell-Linien auf-
grund ihres geringen Differenzierungsgrades nicht mehr infizierbar sind. Nach Transfektion
von replikationskompetenten Plasmidkonstrukten kénnen jedoch auch in den Hepatom-Zell-
Linien (z. B. HepG2.4A5, HepG2.215) infektiose Nachkommenviren gebildet werden, so dass
mit diesem Modellsystem die spéteren Schritte im Replikationszyklus des HBV weitgehend
aufgeklirt werden konnten (Sun und Nassal, 2006). Da fiir die spéteren Schritte keine strenge
Speziesspezifitit besteht, konnten HBV-transgene Mausmodelle etabliert werden, bei denen
die Versuchstiere entweder einzelne Virusproteine oder ein gesamtes Virusgenom als Fremd-
gen enthalten (Chisari, 1996; Dandri et al., 2006). Durch die Ubertragung virusspezifischer
Immunzellen von HLA-identischen Mé&usen auf die transgenen Tiere konnten wichtige Er-

kenntnisse zur Immunpathogenese der Hepatitis-B gewonnen werden.

Einige der tierpathogenen Hepadnaviren sind zu wichtigen Modellen der HBV-Infektion ge-
worden und geben Aufschluss iiber die Biologie des Virus. Es existieren etablierte Modelle
fiir die Hepatitis-Viren der Waldmurmeltiere (woodchuck hepatitis virus, WHV), der En-
ten (duck hepatitis B virus, DHBV) und der Erdhornchen (ground squirrel hepatitis virus,
GSHYV).

Das WHV-Modell der Waldmurmeltiere stellt ein gutes System fiir die Untersuchung der
viralen Karzinogenese dar, da diese Tiere bei einer chronischen Infektion eine hohe Pro-
gressionsrate zur Entwicklung eines Leberzelltumors aufweisen. Nachteile bei diesem Modell

ergeben sich aus der Grofe der Tiere und der Tatsache, dass Waldmurmeltiere Winterschlaf
halten (Menne und Cote, 2007).

Das DHBV-Modell der Enten ist ein wichtiges Modell fiir die Untersuchung der einzelnen

Replikationsschritte der Hepadnaviren und lieferte wichtige Beitrdge zur Molekularbiologie
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dieser Virenfamilie. Aufgrund einer nur geringen Verwandtschaft zwischen dem DHBV und
dem HBV koénnen Ergebnisse aus dem DHBV-Modell nur mit gewissen Einschriankungen auf
das humane Virus tibertragen werden (Schultz et al., 2004; Funk et al., 2007).

Bereits kurz nach der Entdeckung und Identifizierung des Hepatitis-B-Virus dienten Schim-
pansen als Modell fiir in vivo Studien. Nachdem ihre Empfanglichkeit fiir experimentelle
HBV-Infektionen erkannt war, wurde die Hepatitis-B-Infektion iiber drei Jahrzehnte an die-
sem in vivo Modell studiert (Muchmore, 2001; Prince und Brotman, 2001). Aus ethischen

Griinden sind diese Tiere jedoch nur begrenzt fiir experimentelle Untersuchungen verfiigbar.

Ein neueres in vitro Modell fiir das Hepatitis-B-Virus stellen primére Hepatozyten der Spezi-
es Tupaia belangeri dar (Cao et al., 2003). Tupaias sind asiatische Spitzhornchen, die inner-
halb der Ordnung der Scandentia zur Familie der Tupaiidae gehoren und in den tropischen
Wildern Siidost-Asiens heimisch sind. Experimentelle in vivo Infektionen dieser Tiere fiihren
ausschliefslich zu einer akuten, selbstlimitierenden Infektion und nicht zu einer Chronifizie-
rung. Daher sind sie nicht vergleichbar mit dem Verlauf einer natiirlichen HBV-Infektion.
Ergebnisse aus in vitro Infektionen von priméren Tupaia-Hepatozyten deuten jedoch darauf
hin, dass die Interaktionen der Viruspartikel mit den Zielzellen bei Tupaia-Hepatozyten und
humanen Hepatozyten sehr dhnlich sind. Somit scheint das in vitro Modell der priméren
Tupaia-Hepatozyten fiir die Untersuchung der ersten Schritte der Virusreplikation gut ge-
eignet zu sein (Walter et al., 1996).

Primére humane Hepatozyten hingegen stellen ohne Zweifel das optimale in wvitro Modell
fiir die Hepatitis-B-Virusinfektion dar, weil sie dem in vivo Verhéltnis von Virus und Wirt

beziiglich Speziesspezifitit und Gewebetropismus am nichsten kommen.

Die Schaffung entsprechender ethisch-rechtlicher Rahmenbedingungen fiir die Nutzung von
menschlichem Material fiir wissenschaftliche Zwecke ermdoglicht eine verbesserte Verfiigbar-
keit von primdren humanen Hepatozyten. Fiir die Isolation humaner Hepatozyten stehen
Gewebestiicke von Operationspriparaten zur Verfiigung, die bei Eingriffen zur Tumorentfer-
nung in der Leber anfallen und nach feingeweblicher Untersuchung nicht mehr fiir diagno-
stische Zwecke bendtigt werden. Durch die Entwicklung zellschonender Isolationsmethoden
wird die Vitalitdt der Hepatozyten nach dem Losen aus dem Gewebeverband bewahrt. Die
Etablierung von Bedingungen zur Erhaltung der Vitalitit und der zellspezifischen Morpho-
logie ermoglichen zudem eine Langzeit-Kultivierung (Ryan et al., 1993; Alpini et al., 1994).

Im Zentrum fir Leberzellforschung (ZLF) am Klinikum der Universitit Regensburg werden
unter standardisierten Bedingungen primére humane Hepatozyten aus nicht mehr benotig-
tem menschlichem Gewebe isoliert, konserviert und kultiviert. In enger Kooperation mit dem
ZLF konnten von Bdhm et al. am Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene ein
standardisiertes in vitro Infektionsmodell fiir das Hepatitis-B-Virus etabliert werden (Boehm
et al., 2005).
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1.7 Ziel der Arbeit

Diese Arbeit hatte zum Ziel, die durch aktive Immunisierung induzierten HBsAg-spezifischen
CD4"T-Zellen und deren Interaktion mit HBV-infizierten humanen Hepatozyten funktionell
zu charakterisieren. Durch experimentelle Untersuchungen anhand der Infektionsmodelle der
priméren humanen Hepatozyten und der Hepatom-Zell-Linien sollte die Wirkung von impfin-
duzierten HBsAg-spezifischen CD4"T-Zellen auf die HBV-Infektion humaner Hepatozyten

untersucht werden.

Hierfiir sollte zunéchst am humanen in wvitro HBV-Infektionsmodell die Virusreplikation
auf Protein- und RNA-Ebene untersucht werden. Fiir den Nachweis der viralen Transkrip-
tion sollte ein quantitatives Echt-Zeit RT-PCR-System etabliert werden, um damit die 3,5-
kb RNA (prigenomische RNA) sowie die 2,4-kb RNA (RNA fiir die Oberflichenantigene) zu
detektieren. Anhand der Nachweissysteme der Infektion auf Translations- und Transkripti-
onsebene sollte die Wirkung der Ty-Typl-Zytokine IFN-vy und TNF-a auf die HBV-Infektion

humaner Hepatozyten untersucht werden.

Voraussetzung fiir die funktionellen Interaktionen der CD4 " T-Zellen mit den Hepatozyten ist
die Expression von MHC-Klasse-II in Lebergewebe. Deshalb sollte die Expression von MHC-
Klasse-1I sowie MHC-Klasse-I anhand etablierter quantitativer Echt-Zeit RT-PCR-Systeme

untersucht werden.

Nach Etablierung eines Kokulturmodells fiir Immunzellen und Hepatozyten sollte eine Beein-
flussung der Hepatitis-B-Virusreplikation durch virusspezifische Immunzellen untersucht und
nidher charakterisiert werden. Parallel dazu sollten diese Versuche mit dem Kontrollkollektiv
HBV-naiver Immunzellen ungeimpfter Spender durchgefiihrt werden. Des Weiteren sollte
festgestellt werden, durch welche 16slichen Faktoren — Zytokine — seitens der Immunzellen

eine Beeinflussung der Virusreplikation vermittelt werden konnte.

Zusammenfassend lassen sich die Ziele dieser Arbeit wie folgt formulieren:

e Charakterisierung der Virusreplikation im humanen HBV-Infektionsmodell auf Protein-
und RNA-Ebene

e Untersuchung der antiviralen Wirkung der rekombinanten Ty-Typl-Zytokine [FN-vy
und TNF-a auf die HBV-Infektion

e Uberpriifung der MHC-Expression im humanen Hepatozyten-Kulturmodell als Grund-
lage fiir die Interaktion von CD4"T-Zellen mit Hepatozyten

e Etablierung eines Kokulturmodells fiir HBV-infizierte Hepatozyten und Immunzellen

e Untersuchung der Effekte impfinduzierter HBsAg-spezifischer CD4"T-Zellen auf die
HBV-Infektion humaner Hepatozyten

e I[dentifizierung der durch die Kokultur bei den Immunzellen induzierten Zytokine
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Allgemeine Bedingungen

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Zellen erfolgte unter Wasserdampf-Atmos-
phére bei 37°C und 5 % CO, (Brutschrank Heraeus Institutes; Langenselbold). Das Fotale
Kilberserum (FCS; PANT™Biotech; Aidenbach), das allen Kulturmedien zugesetzt wurde,
wurde vor Gebrauch zur Zerstorung der Komplementfaktoren 30 Minuten bei 56°C hitzein-

aktiviert.

Bestimmung von Konzentration und Vitalitdt der Zellen

Die Bestimmung der Konzentration und der Vitalitit der in Kultur gehaltenen Zellen erfolgte
mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer, die die Quantifizierung der Zellen durch ein in die
Zahlkammer integriertes Raster ermoglicht. Dazu wurden 10 pl der Zellsuspension, falls
notig 1 : 10 verdiinnt, auf die Zahlkammer aufgebracht, wobei die unter dem Lichtmikroskop
ermittelte Zellzahl aus 16 Kleinquadraten durch Multiplikation mit dem Faktor 10* und

eventuellem Verdiinnungsfaktor die Anzahl von Zellen pro ml Gesamtkultur wiedergibt.

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden 100 pl der Zellsuspension mit der gleichen Menge
einer 0,5 %igen Trypanblau-Losung (Sigma Aldrich; Taufkirchen) vermischt. Diese Lebend-
Tot-Farbung lasst tote, durch Eindringen des Farbstoffes in die Zellmembran blau geférbte
Zellen, von lebenden, transparenten Zellen unterscheiden und so die Vitalitit der Gesamt-

kultur errechnen.

2.1.1 Primare humane Hepatozyten

Die fiir diese Arbeit verwendeten primiren humanen Hepatozyten stammten von Patienten,
bei denen aufgrund eines sekundéren Lebertumors eine Indikation zur Leberteilresektion
gegeben war. Die Betreuung der Patienten und die operative Entfernung des Lebertumors
erfolgte in der Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie. Durch die Stiftung Human Tissue and
Cell Research (HTCR) wurden die rechtlich und ethischen Rahmenbedingungen fiir die Ver-
wendung des humanen Gewebes geschaffen und die Aufklarung der Patienten zur Leber-

zellspende durchgefiihrt. Nach operativer Entfernung des Gewebes und histopathologischer
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Begutachtung im Institut fiir Pathologie wurde das nicht benétigte gesunde Lebergewebe
zur weiteren Préparation der Leberzellen dem Zentrum fir Leberzellforschung (ZLF) tiber-
geben und dem Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene fiir die geplanten in

vitro Infektionsversuche zur Verfiigung gestellt.

Isolierung von primdren humanen Hepatozyten

Die Isolierung und Reinigung primérer humaner Hepatozyten (PHH) wurde nach einer mo-
difizierten Zwei-Schritt-Kollagenase-Perfusionstechnik (Alpini et al., 1994) von Mitarbeitern
des ZLF durchgefiihrt.

Die gewogenen, tumorfreien und nicht zirrhotischen Leberresektate wurden mit Lochson-
den geeigneter Grofe kaniiliert und mit Krebs-Ringer-Puffer (154 mM NaCl; 5,6 mM KCI;
25 mM NaHCOj; 20 mM HEPES; 5 mM Glukose; 1 mM EDTA; pH 7,4) zur Entfernung
von Blutresten gespiilt. Diese 10-miniitige Perfusion wurde mit auf 37°C erwarmter, iiber po-
rose Silikonschlduche carbogenierter Spiillosung durchgefiihrt. Zum proteolytischen Abbau
der extrazelluldren Matrix und zur Losung der Hepatozyten aus dem Gewebeverband erfolg-
te eine 10-miniitige Kollagenase-Behandlung (0,05 % (w/v) Kollagenase und 5 mM CaCl).
Nach Offnung der Kapsel mit einem Skalpell wurde das Gewebe in Waschpuffer (120 mM
NaCl; 6,2 mM KCI; 0,9 mM CaCly; 10 mM HEPES; 0,2 % (v/v) Rinderserumalbumin) ge-
schiittelt. Zur Vereinzelung der Zellen wurde diese Zellsuspension nacheinander durch zwei
Nylon-Netze mit 210 pm und 70 pm Porenweite filtriert. Nach vorsichtiger Sedimentation
der Hepatozyten wurden die Zellen dreimal mit Waschpuffer gewaschen und zur Anreiche-
rung der vitalen Zellen dreimal im Ausschwingrotor zentrifugiert (20 X ge; 5 min; 4°C). Die
kurzzeitige Lagerung der isolierten primaren humanen Hepatozyten bis zur Inkulturnahme

erfolgte auf Eis.

Inkulturnahme primdrer humaner Hepatozyten

Das Ausséden der Hepatozyten erfolgte in Kulturmedium DMEM (Sigma Aldrich; Taufkir-
chen) mit 10 % FCS, 1 % (v/v) Penicillin /Streptomycin (Sigma Aldrich; Taufkirchen), 1,4 %
(v/v) Insulin (Insuman Rapid 40 IU/ml; Aventis Pharma; Bad Soden a. Ts.) und 0,8 % (v/v)
Glukagon (GlucaGen® 1 TU/ml; Novo Nordisk A/S Bagsvaerd; Norwegen) auf Kollagen-
beschichteten 6-well-Platten (Biocoat Collagen I Cellware; Becton Dickinson; Heidelberg)
in einer Konzentration von 1,6 x 106 Zellen pro well. Fiir eine gleichméiRige Absetzung der
Hepatozyten und zur Vermeidung der Zusammenlagerung der Zellen in der Mitte der well,
wurden die Hepatozyten nach Aussaat dreimal im Abstand von je 20 Minuten vorsichtig

aufgeschiittelt.
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Kultivierung primarer humaner Hepatozyten

Zum Entfernen von verstoffwechseltem und verbrauchtem Kulturmedium und zur Aufrecht-
erhaltung der Stoffwechselvorgénge der Hepatozyten wurde téglich ein Medienwechsel durch-
gefithrt. Je nach Vitalitdtszustand der Zellen (beurteilt mittels Mikroskopie) wurde an Tag 2
beziehungsweise Tag 3 nach der Inkulturnahme auf Kulturmedium mit Zusatz von 1 % (v/v)
DMSO (Sigma Aldrich; Taufkirchen) umgestellt.

In vitro Infektionen mit Hepatitis-B-Virus-haltigen Seren

Fiir die in vitro Infektionsversuche wurden verschiedene Serumproben chronischer Hepatitis-
B-Virus-Triger aus der virologischen Diagnostikabteilung des Instituts fiir Medizinische Mi-
krobiologie und Hygiene des Universititsklinikums Regensburg bezogen. Die Viruslast der
verwendeten Serumproben, die iiber Amplifizierung der viralen DNA mittels TagMan-PCR
bestimmt wurde, betrug 1 x 10° Virus-Kopien/ml. Die einzelnen Serumproben wurden nach

der Blutentnahme aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Die Infektion der primiren humanen Hepatozyten mit Hepatitis-B-Virus erfolgte an Tag 6 bis
8 nach Aussaat. Pro Infektionsansatz (well) wurde in 1 ml Inokulum eine Virus-Konzentration
von 1 x 107 Kopien/ml eingesetzt. Dafiir wurde das entsprechende Volumen des HBV-
haltigen Serums zum Kulturmedium gegeben. Dem Inokulum wurden zusétzlich 5 % (w/v)
PEG 6’000 (Fluka Chemie AG; Buchs; Schweiz) zugesetzt, das aufgrund seiner fusogenen
Wirkung auf die Zellmembran die spezifische Anlagerung und Aufnahme des Virus erleichtert
(Gripon et al., 1993).

In allen Versuchsreihen wurde eine Negativ-Kontrolle mitgefiihrt, fiir die vor Infektionsbeginn
die Zellen eines well mit EtOH abgetotet wurden. Hiefiir wurden die Zellen drei Minuten
mit 1 ml 50 % EtOH inkubiert. Nach Absaugen des EtOH wurden die Zellen dreimal mit

Kulturmedium fiir je mindestens 15 Minuten gewaschen.

Fiir die Infektion wurden die Hepatozyten 14 Stunden mit dem viralen Inokulum inkubiert.
Nach Abnahme der Infektionsiiberstinde wurden die Zellen in den folgenden zehn Stunden
fiinfmal — im Abstand von zwei Stunden — mit Kulturmedium gewaschen, um passiv gebun-
dene und mit dem Inokulum im Uberschuss zugefiihrte virale DNA und Antigene (HBsAg,
HBeAg) zu entfernen. Je nach Fragestellung im jeweiligen Versuch wurden ab Tag 1 bis
Tag 14 nach Infektion die Zelliiberstinde im regelméfigen 24-Stunden-Wechsel abgenommen
und durch neues Kulturmedium ersetzt. Die gesammelten Kulturiiberstinde wurden bis zu
ihrer quantitativen Vermessung von viraler DNA, HBsAg und HBeAg (vgl. Kapitel 2.3 auf
Seite 33) bei -20°C eingefroren.

Eine Interpretation des Infektionsverlaufs erfolgte durch die taglich im Zellkulturiiberstand

gemessenen Konzentrationen an viraler DNA und viraler Antigene, HBsAg und HBeAg.
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2.1.2 Hepatom-Zell-Linien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden HepG2.215-Zellen und HepG2.4A5-Zellen kultiviert, die
stabil mit dem Hepatitis-B-Virus transfiziert sind und konstitutiv HBV-DNA, HBsAg und
HBeAg produzieren und in den Zellkultur-Uberstand abgeben (Sells et al., 1987; Weiss et
al., 1996). Aufgrund dieser konstitutiven Virusexpression reprisentieren HepG2.215- und
Hep(G2.4A5-Zellen einen chronischen Hepatitis-B-Infektionsstatus. Zudem wurden die Linien
HepG3 und PLK/PRF verwendet, die ausschlieklich HBsAg exprimieren und sezernieren
(Hofschneider et al., 1979; Daemer et al., 1980).

Kultivierung der Hepatom-Linien

Die adhérenten Hepatom-Zell-Linien wurden als Monolayer in Polystyren-Zellkulturflaschen
unterschiedlicher Grofe (Becton Dickinson; Heidelberg) in DMEM-Medium (Invitrogen;
Karlsruhe) mit Zusatz von 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin (Sigma Aldrich; Taufkirchen)
und 100 pg Streptomycin (Sigma Aldrich; Taufkirchen) kultiviert. Konfluente Zellen wur-
den zunéchst mit PBS gespiilt und nach 3- bis 5-miniitiger Inkubation mit Trypsin-EDTA
(PANT™Biotech; Aidenbach) abgeldst. Die abtrypsinierten Zellen wurden in Kulturmedium

aufgenommen und im Verhéltnis 1 : 3 auf neue Kulturflaschen verteilt.

Konservierung und Rekultivierung der Hepatom-Linien

Fiir die Langzeitlagerung wurden die Zellen zunéchst gewaschen, abtrypsiniert, in Kultur-
medium aufgenommen und dann durch Zentrifugation (300 X g.; 8 min; RT) geerntet. Die
Zellmenge von 1 x 107 Zellen wurde in 1 ml bereits vorgekiihltem Einfrier-Medium (DMEM
mit 10 % FCS und 20 % DMSO) aufgenommen und in ein Kryogefifs abgefiillt. Nach ei-
ner 24-stiindigen Zwischenlagerung bei -80°C wurden die Zellen in den fliissigen Stickstoff
iiberfiihrt. Zur Rekultivierung wurden die Zellen auf 37°C erwérmt, in ausreichend Medium
verdiinnt, pelletiert (300 X ge; 8 min; RT) und nochmals mit Medium gewaschen, bevor sie

in Kulturgefifse iiberfiihrt wurden.

2.1.3 Beeinflussung der HBV-Infektion durch antiviral wirkende
Zytokine

Um eine Beeinflussung der HBV-Infektion der Hepatom-Zellen und der in witro infizierten
PHH durch antiviral wirkende Zytokine zu untersuchen, wurde dem Kulturmedium rekombi-
nantes TNF-a und IFN-v (beides von Immunotools; Friesothye) zugesetzt. Fiir die Bestim-
mung eines dosisabhéngigen antiviralen Effektes wurden die Zytokine in unterschiedlichen

Konzentrationen (1 ng/ml; 10 ng/ml; 20 ng/ml) eingesetzt.
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2.1.4 Periphere Blut-Lymphozyten
Spender peripherer Blut-Lymphozyten

Die zur Durchfiithrung dieser Arbeit bendtigten peripheren Blut-Lymphozyten (PBL) stamm-
ten von freiwilligen, gesunden Personen im Alter von 22 bis 60 Jahren. Das Spender-Kollektiv
beinhaltet Personen mit vollstindiger Grundimmunisierung gegen Hepatitis-B sowie unge-
impfte Kontrollprobanden. Alle Geimpften wiesen einen anti-HBs Titer von > 100 IU/ml
auf. Zur funktionellen Charakterisierung HBV-spezifischer PBL wurden die Immunzellen in

Kokulturversuchen mit HBV-infizierten humanen Hepatozyten eingesetzt.

Isolierung und Kultivierung von peripheren Blut-Lymphozyten

Die Gewinnung von PBL erfolgte aus heparinisiertem Vollblut mittels Dichtegradienten-
zentrifugation. Hierfiir wurde in speziellen Leucosep-Rohrchen (Becton Dickinson; Heidel-
berg) 15 ml Ficoll (PANT™Biotech; Aidenbach) vorgelegt und mit Blut, das 2 : 1 mit PBS
(684 mM NaCl, 13 mM KCI, 20 mM Na,HPO,x12 Hy0O, 7,3 mM KH,PO,; Merck; Darm-
stadt) verdiinnt wurde, {iberschichtet. Die Auftrennung der Subzellfraktionen erfolgte bei
der anschliefenden 15-miniitigen Zentrifugation bei 1.000 X g, (Ausschwingrotor; RT) in
Phasen aus Plasma, Lymphozyten, Ficoll und Erythrozyten. Die Lymphozytensuspension
wurde abgezogen, zweimal mit je 30 ml PBS gewaschen und sedimentiert (300 X ge; 8 min;
RT). Nach Aufnahme des Zell-Pellets in RPMI-Medium (RPMI 1640; PAN™Biotech; Ai-
denbach) mit Zusatz von 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg Streptomycin wurde

die Zellzahl ermittelt und die Zellen in die entsprechenden Versuche eingesetzt.

2.1.5 Kokultur von peripheren Blut-Lymphozyten mit
HBV-infizierten Hepatozyten

Um eine Wirkung impfinduzierter HBsAg-spezifischer CD4 " T-Zellen auf die Hepatitis-B-
Virusinfektion humaner Hepatozyten zu untersuchen, wurden PBL mit priméren in vitro
infizierten Hepatozyten und mit den konstitutiv HBV-exprimierenden Hepatom-Zellen ko-
kultiviert. Zur Vermeidung der Alloreaktivitit der heterologen Immunzellen gegen die He-
patozyten, wurden in Kokulturversuchen die PBL von den Hepatozyten durch ein Zellsieb
getrennt. Die Membran der verwendeten Zellsiebe (Becton Dickinson; Heidelberg) wies Po-
rendurchmesser von 0,4 pm auf und war fiir 16sliche Faktoren permeabel. Nach Etablierung

des Kokultur-Modells wurden die Versuche wie folgt durchgefiihrt:

Um den Einfluss der HBV-spezifischen PBL auf die Virusreplikation der Primérinfektion
zu untersuchen, wurden 24 Stunden nach in wvitro Infektion der priméren Hepatozyten
5 x 10° PBL in einem Zellsieb auf die Hepatozytenkultur eines well transferiert und die

Zelliiberstédnde der Kokultur im Verlauf von 14 Tagen gewonnen. Um die Wirkung der PBL
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auf die Virusreplikation der Hepatom-Zellen zu untersuchen, wurden 1 x 10°® Hepatozyten
pro well in 6-well-Platten ausgesit. Nach Bildung eines konfluenten Zellrasens wurden die

PBL in den Zellsieben auf die Hepatom-Kultur transferiert und fiir 48 Stunden kokultiviert.

2.2 Etablierung von real-time RT-PCR-Systemen zum
Nachweis der Hepatitis-B-Virus-RNA und der RNA
des Haupthistokompatibilitatskomplexes

Der Nachweis spezifischer RNA wurde quantitativ mittels Echt-Zeit (real-time) Reverser
Transkriptase-PCR, durchgefiihrt. Hierfiir wurden spezifische RT-PCR-Systeme entwickelt
und etabliert, mit welchen anhand entsprechender Eichreihen, die auf einer Verdiinnungsrei-
he in wvitro transkribierter RNA basieren, die RNA quantifiziert werden konnte. Die quan-
titative Bestimmung der RNA erfolgte am ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(Perkin Elmer; Applied Biosystems; Foster City; USA) mittels TagMan-PCR. Alle Oligo-
nukleotide wurden von der Firma Metabion (Planegg-Martinsried) bezogen und in einer

Endkonzentration von 100 pM in 10 mM Tris (pH 8,5; Invitrogen; Karlsruhe) gelost.

Technologie der TagMan-PCR

Die Technologie der TagMan-PCR beruht auf dem Einsatz einer fluorogenen Sonde, die
am 5-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Carboxy-fluorescin) und am 3’-Ende mit
dem Quencher TAMRA (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin) markiert ist. Beide Farbstoffe
besitzen ein unterschiedliches Emissionsmaximum. Die fluorogene Sonde bindet unmittelbar
hinter dem 5’-Primer an den gleichen Strang wie dieser. Solange die Sonde intakt ist, wird bei
Anregung mittels Laser die absorbierte Energie von FAM direkt auf TAMRA iibertragen, so
dass nur dessen Fluoreszenz detektiert wird. Durch Synthese eines Amplifikationsproduktes
spaltet die 5’-3’ Exonukleaseaktivitiat der DNA-Polymerase die Sonde und trennt die beiden
Farbstoffe damit voneinander. In diesem Falle wird die Fluoreszenz von FAM messbar, wobei
der Anstieg dieses Signals direkt proportional zur Menge des entstehenden PCR-Produktes

ist.

2.2.1 Nachweis der Hepatitis-B-Virus-RNA

Neben der Beurteilung der HBV-Infektion anhand der aus dem Zellkulturiiberstand gewon-
nenen viralen Produkte (HBsAg, HBeAg, virale DNA) wurde der definierte Beginn der Vi-
rusreplikation durch Messung der viralen Transkripte festgestellt. Zum Nachweis der HBV-
spezifischen RNAs wurde jeweils ein System fiir die 3,5-kb RNA (C-HBV; dient als RNA fiir
die Translation des HBcAg sowie der Polymerase) sowie fiir die 2,4-kb RNA (S-HBV; RNA

fiir die verschiedenen Formen des HBsAg) entwickelt.
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Die fiir die Quantifizierung der viralen RNAs verwendeten Oligonukleotide sind der Tabel-

le 2.1 zu entnehmen.

Oligonukleotid H Sequenz (5° - 3°)
C-HBV Primer Reverse GTT TCC GGA AGT GTT GAT AAG ATA GG
C-HBV Primer Forward TGG TCT CTT TCG GAG TGT GGA T
C-HBV Sonde FAM - CGC ACT CCT CCA GCC TAT AGA CCA CCA A - TAMRA
S-HBV Primer Reverse ATA TGA TAA AAC GCC GCA GAC AC
S-HBV Primer Forward CAA CCT CCA ATC ACT CAC CAA C
S-HBV Sonde FAM - TCC TCC AAT TTG TCC TGG TTA TCG CT - TAMRA

Tab. 2.1: Oligonukleotide fiir den spezifischen Nachweis der 3,5-kb C-HBV
RNA sowie der 2,4-kb S-HBV RNA

Mit Hilfe des Programmes Primer Ezpress™, Version 2.0, (ABI Prism ®; Applied Bio-
systems; Foster City; USA) wurden dukere Primer (ex Reverse bzw. ex Forward) fir die

Amplifikation der zu klonierenden Sequenzabschnitte generiert (Tabelle 2.2).

Oligonukleotid H Sequenz (5° - 3°) ‘
C-HBV ex Reverse TGA AGT TTC CCA CCT TAT GAG TCC AAG
C-HBV ex Forward TGG GTG GGT AAT AAT TTG GAA GAT CCA
S-HBV ex Reverse TCG TGC AGG TTT TGC ATG GT
S-HBV ex Forward ACA AGA ATC CTC ACA ATA CCG CAG

Tab. 2.2: Oligonukleotide fiir die Amplifikation der zu klonierenden viralen
Sequenzabschnitte

2.2.2 Nachweis des Haupthistokompatibilitatskomplexes

Immunologische Voraussetzung und Grundlage fiir eine funktionelle Interaktion HBV-spezi-
fischer PBL mit virusinfizierten Hepatozyten stellt die Expression der Gene des Haupthi-
stokompatibilitatskomplexes (Major Histocompatibility Complex; MHC) dar. HLA-Klasse-
[-Molekiile werden konstitutiv exprimiert, wihrend HLA-Klasse-II-Molekiile generell von
Zellen des Immunsystems gebildet werden. Zur Uberpriifung der HLA-Expression durch He-

patozyten wurden quantitative und spezifische Nachweissysteme entwickelt.

Fiir den Nachweis von MHC-Klasse-II wurden neben dem Lokus CD40 die bereits in der
Literatur beschriebenen Loci von HLA-DRa und des Ko-Transaktivators CIITA gewéhlt
(Magner et al., 2000; Tab. 2.3).
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Oligonukleotid H Sequenz (5° - 3°)

CD40 Primer Reverse CAA TCT GCT TGA CCC CAA AG

CD40 Primer Forward GAG GCC TGT GAG AGC TGT GT

CD40 Sonde FAM - TGC ACC GCT CAT GCT CGC C- TAMRA
HLA-DR«a Primer Reverse ATG AAG ATG GTC CCA ATA ATG ATG
HLA-DR« Primer Forward CTC TTC TCA AGC ACT GGG AGT TT
HLA-DR« Sonde FAM - TGC TCC AAG CCC TCT CCC AGA GAC - TAMRA

CIITA Primer Reverse TGG GAG TCC TGG AAG ACA TAC TG

CIITA Primer Forward AGC AGG CTG TTG TGT GAC ATG

CIITA Sonde Fam - AGG GAG GCT TAT GCC AAT ATC GCG G - TAMRA

Tab. 2.3: Oligonukleotide fiir den spezifischen Nachweis der MHC-II-
Expression

Der Nachweis von MHC-Klasse-I sollte anhand der Loci HLA-A, HLA-B, HLA-C und #,M
(betay-Mikroglobulin) erfolgen. Aufgrund des polygenen und polymorphen Charakters des
HLA-Komplexes wurden zunéchst alle Eintrige kaukasischer Gensequenzen der NCBI-Daten-
bank (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbinlm.nih.gov) fiir
diese Loci mit Hilfe der HUSA R-Anwenderplattform (Heidelberg Uniz Sequence Analysis Re-
sources; http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de) gegeneinander verglichen. Dadurch konn-
ten konservierte Bereiche lokalisiert werden. Fiir das Design der PCR-Systeme innerhalb der
konservierten Bereiche wurde das Programm Primer Ezpress™ , Version 2.0, (ABI Prism @;
Applied Biosystems; Foster City; USA) verwendet. Primer und Sonden wurden damit hin-
sichtlich Schmelzpunkt und GC-Gehalt optimal aufeinander abgestimmt. Die Oligonukleoti-
de fiir die spezifische Quantifizierung von MHC-Klasse-I sind in der Tabelle 2.4 beschrieben.



2 Material und Methoden

30

Oligonukleotid H Sequenz (5° - 3°)
HLA-A Primer Reverse TGG GAA GAC AGC TCC CAT CT
HLA-A Primer Forward TGC CAT GTG CAG CAT GAG
HLA-A Sonde FAM - TCT GCC CAA GCC CCT CAC CC - TAMRA
HLA-B Primer Reverse TAC ATG CTC TGG AGG GTG TGA
HLA-B Primer Forward GAA CCT GCG CGG CTA CT
HLA-B Sonde FAM - CAA CCA GAG CGA GGC CGG G - TAMRA
HLA-C Primer Reverse CCA CAG CTG CCC ACT TCT
HLA-C Primer Forward ACY CAG GAC ACC GAG CTT
HLA-C Sonde FAM - TGG AGA CCA GGC CAG CAG GAG A - TAMRA
RoM Primer Reverse TTA CAT GTC TCG ATC CCA CTT AAC T
RoM Primer Forward GAG TAT GCC TGC CGT GTG A
RoM Sonde FAM - CCA TGT GAC TTT GTC ACA GCC CAA GA - TAMRA

Tab. 2.4: Oligonukleotide fiir den
Expression

spezifischen Nachweis der MHC-I-

Zur Amplifikation der zu klonierenden Sequenzabschnitte von MHC-Klasse-I und MHC-

Klasse-IT wurden die in Tabelle 2.5 gelisteten Primer (ex Reverse bzw. ex Forward) verwen-

det.
Oligonukleotid H Sequenz (5° - 3°) ‘
CD40 ex Reverse CGA TCC TGG GGA CCA CAG A
CD40 ex Forward ATG CCT TCC TTG CGC TGA
HLA-A ex Reverse AGC GAC CAC AGC TCC AGT G
HLA-A ex Forward AGA CCA GGC CTG CAG GG
HLA-B ex Reverse GTC CTC GTT CAG GGC GAT G
HLA-B ex Forward CGT GGA TAG AGC AGG AGG GG
HLA-C ex Reverse ATG GGG ATG GTG GGC TG
HLA-C ex Forward ACC ATG AGG CCA CCC TG
32 M ex Reverse CAA AGT AGA ATT ATA AAG AAG ATC ATG TCC AT
52 M ex Forward GAC TTA CTG AAG AAT GGA GAG AGA ATT GA

abschnitte

Tab. 2.5: Oligonukleotide fiir die Amplifikation der zu klonierenden Sequenz-
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2.2.3 Herstellung der RNA-Eichreihen

Zur Quantifizierung der RNA wurden serielle Verdiinnungen in vitro transkribierter RNA
verwendet. Dazu wurden die entsprechenden Sequenzabschnitte aus revers transkribierter
cDNA aus Epstein-Barr-Virus-infizierten Raji-Zellen (MHC-Klasse-I bzw. MHC-Klasse-1I)
bzw. pHBV991 (virale Transkripte) mittels konventioneller PCR amplifiziert (vgl. Primer
Tab. 2.2, 2.3, und 2.5). Alle Reagenzien fiir die Reverse Transkription und die sich anschlie-
fende konventionelle PCR wurden von Applied Biosystems (Foster City; USA) bezogen.

Die Reverse Transkription erfolgte fiir 30 Minuten bei 42°C in einem Reaktionsgemisch aus
7 mM MgCly, 10 x PCR-Puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8,3), je 4 mM dNTPs,
1,0 U/pl RNase Inhibitor, 1,0 U/ul Reverser Transkiptase und 270 nM Primer Reverse.
Abschliefsend folgte ein 10-miniitiger Hitzeschritt bei 94°C. Die anschliefende konventionelle
PCR zur Amplifikation der zu klonierenden Sequenzabschnitte erfolgte in einem Reaktions-
gemisch aus 7 mM MgCl,, 10 x PCR-Puffer, je 4 mM dNTPs, je 270 nM Primer Reverse
bzw. Forward und 1,5 U/ul AmpliTaq® DNA Polymerase. Die Annealing-Temperatur fiir

die konventionelle PCR wurde fiir jedes System in Vorversuchen optimiert (Tab. 2.6).

System Annealing-
Temperatur

C-HBV 63°C
S-HBV 56°C
HLA-A 57°C
HLA-B 61°C
HLA-C 55°C
oM 57°C
CD40 55°C
HLA-DR« 58°C
CIITA 60°C

Tab. 2.6: Annealing-Temperaturen fiir die konventionelle PCR

Im Temperaturprofil der durchgefiihrten konventionellen PCR . folgten einem initialen Dena-
turierungsschritt (5 Minuten bei 95°C) 40 Zyklen mit jeweils 30 Sekunden bei 95°C, 30 Se-
kunden bei der entsprechenden Annealing-Temperatur und 30 Sekunden bei 72°C. Eine 10-
miniitige Inkubation bei 72°C schloss die Amplifikation ab.

Die Amplifikate wurden auf einem 1 %-Agarose-Gel (LE-Agarose; Biozym; Hessisch Olden-
dorf) aufgetrennt und geméifs dem QIAquick gel-extraction Kit (Qiagen; Hilden) aus der
Gelmatrix aufgereinigt. Da die Amplifikation mit der verwendeten Tag-Polymerase zu ei-
nem einzelnen Adenosin-Uberhang am 3°-Ende der Amplifikate fiihrt, konnten diese direkt
mit dem perll-TOPO-Vektor ligiert werden, der iiber einen 5 -Thymidin-Uberhang verfiigt.
Die Ligation und anschliefsende Transformation in chemisch kompetente E. coli erfolgte ge-
mék den Angaben des Herstellers (TOPO TA Cloning Kit Dual Promoter von Invitrogen;
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Karlsruhe). Die transformierten Bakterien wurden auf mit 1,6 mg X-Gal (Roche; Mann-
heim) beschichteten LB, -Platten ausgebracht und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Dabei
wurde mittels der vom Vektor vermittelten Ampicillin-Resistenz und {iber die Blaufarbung
von Kolonien, die den intakten Vektor ohne das gewiinschte Insert enthalten, auf Kolonien
selektioniert, die den Vektor mit integriertem Insert aufgenommen hatten und sich als weife
Kolonien identifizieren liefen. Mit einigen weifen Kolonien wurden mehrere 5 ml LBap,-
Kulturen angeimpft und nach Inkubation iiber Nacht Plasmid-DNA (QIAprep Spin Mini-
prep Kit von Qiagen; Hilden) isoliert. Mittels PCR wurde die Vollstandigkeit des Inserts
iberpriift und anschliefflend 100 ml LB ,p-Kulturen beimpft. Aus diesen Kulturen konnte
mit dem QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen; Hilden) eine grofere Menge an Plasmid-DNA
gewonnen werden, deren Konzentration anhand der Absorption bei 260 nm photometrisch
quantifiziert wurde. Eine Sequenzierung des Inserts sowie der angrenzenden Bereiche des
Vektors, die von der Firma GENEART (Regensburg) durchgefiihrt wurde, gab Aufschluss

iiber die Orientierung des Inserts im Vektor.

Ca. 50 pg der DNA wurden mittels Restriktionsverdau innerhalb der Vektorsequenz hinter
dem Insert linearisiert (C-HBV, S-HBV, HLA-A, HLA-C, £,M, HLA-DR~a: BamHI; HLA-B,
CD40, CIITA: EcoRV; Roche; Mannheim), iiber ein Agarose-Gel aufgetrennt und aus der
Gelmatrix aufgereinigt. Die in vitro Transkription wurde mit dem RiboMaz large scale RNA
production system SP6 bzw. T7 (Promega; Mannheim) geméf den Angaben des Herstel-
lers durchgefiihrt. Grundlage hierfiir ist das Vorhandensein je eines Promotors fiir die SP6-
und die T7-Polymerase im verwendeten Vektor, so dass je nach Orientierung des Inserts
im Vektor die RNA transkribiert werden kann. Vor der photometrischen Konzentrationsbe-
stimmung der RNA anhand der Absorption bei 260 nm musste die Vektor-DNA entfernt
werden. Hierfiir wurde die RNA-Praparation einem RNAse-freien DNA-Verdau unterzogen,
anschliefsend iiber RNeasy-Saulchen aufgereinigt und mittels TagMan-PCR die Reinheit der
RNA {iberpriift.

Da die Liange der einzelnen Transkripte (Insert mit Vektoranteil (bp): C-HBV 514, S-HBV
444, HLA-A 352, HLA-B 358, HLA-C 399, £,M 489, CD40 521, HLA-DR« 270, CIITA 212)
bekannt ist, konnte aus der Konzentration der préparierten RNA iiber folgende Formeln auch

die Anzahl der Transkripte berechnet werden.

10%pg " 1pmol " 1 pg(of ssRNA) x 2941
lpg = 340pg = Ny Ny

pmol of ssSRNA = pg (of ssRNA) x

1
m_ol x N4 = Kopien pro ml N4 = 6,022 x 10?3 Kopien pro mol
m

ssRNA = einzelstringige RNA; Ny= Avogadro-Konstante

Die Transkripte wurden in RNAse-freiem Wasser mit 10 pg/ml transferRNA (tRNA; Sigma
Aldrich; Taufkirchen) seriell von 10? - 10° Transkripte / 1,5 ul / Ansatz verdiinnt.
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2.3 Nachweissysteme

2.3.1 Nachweis der HLA-RNA und Hepatitis-B-Virus-RNA
Isolierung der RNA

Die zelluldre und virale RNA wurde aus den Hepatom-Zell-Linien und in vitro HBV-infizier-
ten primdren humanen Hepatozyten pripariert. Nach einem Waschschritt und Abtrypsi-
nierung der adhirenten Hepatom-Zellen konnte die entsprechende Zellmenge fiir die RNA-
Isolierung eingesetzt werden. Die priméren Hepatozyten, die auf einer Kollagenmatrix adhéa-
rierten, wurden nach einem Waschschritt direkt in der Kulturschale lysiert. Die Praparation
der RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen; Hilden).

Die Lyse der Zellen erfolgte durch den Lysepuffer RLT mit 1 % [-Mercaptoethanol (Sigma
Aldrich; Taufkirchen), gefolgt von der Homogenisierung des Zelllysats mittels QiaShredder-
Séulchen bei einer zweiminiitigen Zentrifugation bei 20.000 x g, und Raumtemperatur (RT).
Zu dem homogenisierten Lysat wurden 350 pl 70 %iger Ethanol gegeben und die Mischung
wurde auf eine RNeasy Mini-Séule iiberfiithrt. Bei der sich anschliefenden Zentrifugation
(8.000 X ge; 1 min; RT) erfolgte eine quantitative Adsorption der RNA an die Silica-Gel-
Membran in den Saulchen. Mit jeweils 80 pul DNAse-Losung des RNAse-free DNAse Set
(Qiagen; Hilden) wurde in einer 15-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur kontaminie-
rende DNA auf der Sdule abgebaut. Nach zweimaligem Waschen der gebundenen RNA mit
je 500 pl des Puffers RPE und Zentrifugation (8.000 X ge; 1 min; RT) wurde die RNA mit
60 nl RNAse-freiem Wasser eluiert und bei -80°C gelagert.

Quantifizierung der RNA

Fiir die Quantifizierung der 3,5-kb C-HBV RNA sowie der 2,4-kb S-HBV RNA wurden die in
Tabelle 2.1 aufgefiihrten Oligonukleotide verwendet. Die Quantifizierung von MHC-Klasse-I
erfolgte mit den in Tabelle 2.4 gelisteten Oligonukleotiden und fiir die Quantifizierung von
MHC-Klasse-IT wurden die in Tabelle 2.3 beschriebenen Oligonukleotide eingesetzt.

Vor der spezifischen Quantifizierung dieser RNAs wurde zur vollstindigen Beseitigung von
kontaminierender DNA in den RNA-Priaparationen zunéchst ein zweiter Verdau der DNA
durchgefiihrt. Dieser erfolgte im gleichen Reaktionsansatz wie die Reverse Transkription (vgl.
S. 31). Hierfiir wurde isolierte RNA mit den oben beschriebenen Reaktionskomponenten,
jedoch ohne Reverse Transkriptase, mit 1,0 U DNAse (Roche; Mannheim) gemischt und
30 Minuten bei 37°C inkubiert. Eine folgende Hitzedenaturation fiir 5 Minuten bei 94°C
eliminierte die Aktivitidt der DNAse. Nach Abschluss der DNAse-Behandlung wurden dem
Reaktionsgemisch 1,0 U RNAse-Inhibitor und 1,0 U Reverse Transkriptase zugegeben. Die
Reverse Transkription wurde wie auf Seite 31 beschrieben durchgefiihrt. Unmittelbar nach
dem Umschreiben der RNA in ¢cDNA wurde diese zur Quantifizierung in die TagMan-PCR

eingesetzt.
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Bei der experimentellen Optimierung der einzelnen Komponenten der PCR-Systeme zeigte
sich hinsichtlich der Konzentrationen von MgCl,, Primer und Sonden, dass alle Systeme
parallel standardisiert werden konnten. Fiir die Quantifizierung der RNA wurde folgender
Reaktionsansatz ( TagMan-Puffer, MgCl,, ANTPs und Polymerase von Applied Biosystems;
Foster City; USA) in einem Gesamtvolumen von 40 ul gemischt (Tab. 2.7):

‘ Reagens Konzentration ‘
H20 0,1 % DEPC (Carl Roth; Karlsruhe)
1 x TagMan Puffer

MgCla 7 mM

dNTPs je 4 mM

Primer Reverse 300 nM

Primer Forward 300 nM

Sonde 200 nM
AmpliTaq®Gold ™ Polymerase 1,0U

Tab. 2.7: TagMan-Reaktionskomponenten fiir die Quantifizierung der
Hepatitis-B-Virus-RNAs und der MHC-RNAs

Zu diesem Ansatz wurden 10 pl ¢cDNA pipettiert. Nach kurzem Abzentrifugieren der Re-
aktionsansitze wurde die TaqgMan-PCR gestartet, wobei fiir eine optimale Aktivierung der
Taq-Polymerase eine Hot Start-PCR, gewihlt wurde. Die cDNA wurde mit dem in Tabelle

2.8 beschriebenen zweistufigem Programm amplifiziert.

Stufe 1 1 Zyklus
Schritt 1: Denaturierung 95°C 10 min

Stufe 2 45 Zyklen
Schritt 1: Denaturierung 95°C 15 sec

Schritt 2:  Primer Annealing und Primer Extension  60°C 1 min

Tab. 2.8: Temperaturschema der TagMan-PCR fiir die Quantifizierung der
Hepatitis-B-Virus-RNAs und der MHC-RNAs

Die Auswertung der RNA-Konzentration in unbekannten Proben erfolgte durch Vergleich

mit der seriellen Verdiinnung in vitro transkribierter RNA.

2.3.2 Nachweis der Hepatitis-B-Virus-DNA

Isolierung der viralen DNA

Der quantitative Nachweis der viralen DNA in Kopien/ml wurde aus den verwendeten Se-
ren, den Zelliiberstinden der Hepatom-Zell-Linien und nach in vitro Infektion der priméren
humanen Hepatozyten vorgenommen. Die Isolierung der viralen Nukleinsidure erfolgte stan-
dardgeméf mit Hilfe des QIAamp Blood and Tissue Kit (Qiagen; Hilden).
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Die Préparation der viralen DNA wurde aus 200 pl einer 1 : 10-Verdiinnung der zu testen-
den Proben in PBS durchgefiihrt. Zur Freisetzung der Nukleinsdure aus den Viruspartikeln
wurde das Material in Anwesenheit von 200 pnl Lysepuffer AL und 25 nul Protease bei 56°C
10 Minuten inkubiert. Die folgende Zugabe von 200 ul 96 %igem EtOH bewirkte bei der
sich anschliefenden Zentrifugation (6.000Xge; 1 min; RT) eine quantitative Adsorption der
viralen DNA an eine Silica-Gel-Membran in den sog. spin columns. Die gebundene DNA
wurde zweimal mit je 500 pl des ethanolhaltigen Waschpuffers AW1 bzw. AW2 gewaschen.
Die abschliefsende Elution der viralen DNA erfolgte mit 100 pl des Elutionspuffers AE durch
Zentrifugation (6.000xge; 1 min; RT).

Quantifizierung der viralen DNA

Die quantitative Bestimmung der viralen DNA erfolgte ebenfalls am ABI PRISM 7000 Se-
quence Detection System (Perkin Elmer; Applied Biosystems; Foster City; USA) mittels
TagMan-PCR.

Die fiir die Amplifikation der Hepatitis-B-Virus-DNA verwendeten und von Weinberger et
al., 2000, beschriebenen Oligonukleotide sind in Tabelle 2.9 gelistet.

Oligonukleotid Sequenz (5° - 37)
HBV Primer Reverse ATA TGA TAA AAC GCC GCA GAC AC
HBV Primer Forward CAA CCT CCA ATC ACT CAC CAA C
HBV Sonde FAM - TCC TCC AAT TTG TCC TGG TTA TCG CT - TAMRA

Tab. 2.9: Oligonukleotide fiir den spezifischen Nachweis der Hepatitis-B-
Virus-DNA

Die Komponenten fiir die Amplifikation der viralen DNA, die in Tabelle 2.10 aufgefiihrt sind,

wurden zu einem Gesamtvolumen von 50 pl zusammenpipettiert.

Reaktionskomponenten

H20 0,1 % DEPC (Carl Roth; Karlsruhe)

2 ¢ TagMan PCR Universal Mastermiz:
dNTPs
Taqg-Polymerase
MgCl> (5 mM)

(Applied Biosystems; Foster City; USA)

Primer Reverse 300 nM

Primer Forward 300 nM

Sonde 200 nM

virale DN A-Matrize

Tab. 2.10: TagMan-Reaktionskomponenten fiir die Quantifizierung der
Hepatitis-B-Virus-DNA
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Nach kurzem Abzentrifugieren der Reaktionsansitze wurde das zweistufige Programm fiir
die Amplifikation gestartet (Tabelle 2.11).

Stufe 1 1 Zyklus

Schritt 1: Denaturierung 95°C 10 min

Stufe 2 45 Zyklen

Schritt 1: Denaturierung 95°C 15 sec

Schritt 2:  Primer Annealing und Primer Extension  60°C 1 min

Tab. 2.11: Temperaturschema der TagMan-PCR. fiir die Quantifizierung der
Hepatitis-B-Virus-DNA

Die Auswertung der Quantitéit der viralen DNA erfolgte durch Vergleich mit einer achtstu-
figen Verdiinnungsreihe des Plasmids pHBV991 (10° - 107 Kopien/Ansatz) in 10 mM Tris
(Metabion; Planegg-Martinsried) und 0,01 mg tRNA /ml (Sigma Aldrich; Taufkirchen).

2.3.3 Quantifizierung von Hepatitis-B-Virus-Antigen
Konzentrationsbestimmung des HBsAg

Der Nachweis von HBsAg wurde aus den Zellkulturiiberstinden der HBV-infizierten Hepa-
tozyten unter Verwendung des AXM HBsAg (V2) von Abbott Laboratories (Wiesbaden)

vorgenommen.

Zur Bestimmung von HBsAg wurden monoklonale anti-HBs beschichtete Mikropartikel ver-
wendet. 200 pl der zu testenden Probe wurden in einer Inkubationskammer mit Primaranti-
korper-beschichteten Mikropartikeln und Biotin-markiertem Sekundér- Antikorper vermischt.
Durch Bindung von vorhandenem HBsAg an die mit anti-HBs-beschichteten Mikropartikel
sowie an das Biotin-markierte anti-HBs bilden sich Antigen-Antikérper-Komplexe. Ein Teil
dieser Komplexe adsorbiert an eine Glasfibermatrix, an die die Mikropartikel irreversibel bin-
den. Der nun zupipettierte anti-Biotin-alkalische Phosphatase-konjugierte Antikérper bindet
an die Komplexe. Nach Zugabe von 4-Methylumbelliferyl-Phosphat, dem Substrat der al-
kalischen Phosphatase, wird die Bildung des fluoreszierenden Produkts optisch detektiert.
Der Nachweis von HBsAg erfolgt durch den Vergleich der Bildungsrate des fluoreszierenden
Reaktionsprodukts mit dem aus der Reaktionsgeschwindigkeit des Kalibrators ermittelten
Grenzwert. Ist der Probenwert grofer oder gleich dem Grenzwert, gilt die Probe als reaktiv
fiir HBsAg.

Die photometrischen Werte der HBsAg-Quantifizierung werden als ,,Signal to Noise”-Ratio
(S/N) angegeben, der Grenzwert, betrigt 2 S/N.

Konzentrationsbestimmung des HBeAg

Der Nachweis von HBeAg wurde ebenfalls aus den Zellkulturiiberstinden der HBV-infizierten
Hepatozyten vorgenommen. Hierfiir wurde AXM HBe (2.0) von Abbott Laboratories (Wies-
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baden) verwendet.

Diese Messung lauft analog der Messung des HBsAg und verwendet das Prinzip der direkten
Bindung des vorhandenen HBeAg in der Probe an die mit anti-HBe (Maus, monoklonal)
beschichteten Mikropartikel. Der Nachweis des gebundenen HBeAg erfolgt durch das anti-
HBe-Alkalische Phosphatase-Konjugat. Die Probe gilt als reaktiv fiir HBeAg, wenn der Wert
des fluoreszierenden Produkts in der Probe gréfer oder gleich dem zuvor automatisch ermit-

telten Grenzwert ist.

Die photometrischen Werte der HBeAg-Quantifizierung werden als ,, Signal to Cut-off-Ratio
(S/CO) angegeben, der Grenzwert betrdagt 1 S/CO.

2.3.4 Elispot-Assay

Stimulation mit spezifischen Antigenen induziert bei T-Lymphozyten die Sekretion bestimm-
ter Zytokine. Mit dem enzym-linked-immunospot-assay (Elispot) konnen spezifisch Zytokin-
sezernierende Zellen auf Einzelzell-Niveau detektiert werden. Dadurch kann die Zahl spezi-

fischer T-Zellen quantifiziert werden.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Elispots hatten zum Ziel, die reaktiven T-Zellantworten
von HBV-spezifischen PBL und HBV-naiven Kontroll-PBL auf HBsAg als Ty-Typl- oder
Ty-Typ2-Antworten zu charakterisieren. Zunéchst wurde die reaktive Antwort der Immun-
zellen geimpfter und ungeimpfter Spender auf rekombinantes HBsAg, der immunogenen
Determinante des Impfstoff-Antigens, charakterisiert. Zudem wurden mittels Elispot Im-
munzellen getestet, die in Kokultur mit HBV-infizierten Hepatozyten gehalten und durch
die in der Kultur gebildeten viralen Produkte stimuliert wurden. Nach Beendigung der Ko-
kultur wurden die PBL direkt in den Elispot-Assay eingesetzt und das Zytokin-Profil sowie

die Zahl der Zytokin-sezernierenden Zellen bestimmt.

Zunéchst wurden die 96-well-Nitrozellulose-Mikrotiter-Platten (MAHAN45 von Millipore;
Schwalbach) mit monoklonalen Primér-Antikorper-Losungen (Anti-human IL-2, Anti-human
IL-4, Anti-human IL-10, Anti-human IL-5, Anti-human IFN-v und Anti-human TNF-q; al-
le von MABTECH AB; Nacka Strand; Schweden) in einer Konzentration von 5 pg/ml in
PBS beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Entfernen der Antikérper-Losung
wurden zur Absittigung bzw. Blockierung unspezifischer Bindungsstellen die Platten zwei
Stunden bei Raumtemperatur mit je 200 pl RPMI mit 10 % FCS inkubiert. Nach fiinfma-
ligem Waschen der Platten mit PBS (200 pl/well) wurden 2 x 10° PBL in einem Volumen
von 150 pl/well ausgegeben und 24 Stunden bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Wahrend
dieser 24-stiindigen Inkubation bindet gebildetes und sezerniertes Zytokin an den entspre-
chenden Antikérper. Nach 24 Stunden wurde die Zellsuspensionen durch viermaliges Spiilen
mit Waschpuffer (PBS mit 0,05 % Tween; Merck; Darmstadt; 200 pl/well) und abschlie-
flendem dreimaligen Waschen mit PBS (200 pl/well) entfernt. Danach folgte die Zugabe

der entsprechenden biotinylierten Sekundér-Antikorper-Losungen (Anti-human IL-2 Biotin,



2 Material und Methoden 38

Anti-human IL-4 Biotin, Anti-human IL-10 Biotin-12G8, Anti-human IL-5 Biotin-5A10,
Anti-human IFN-v Biotin-7-B6-1 und Anti-human TNF-«a Biotin-II; 1 pg/ml in PBS; al-
le von MABTECH AB; Nacka Strand; Schweden) und eine Inkubation iiber Nacht bei
4°C. Zur Entfernung ungebundener Sekundar-Antikérper erfolgten nach dieser Phase drei
Waschschritte mit PBS (200 pl/well). Nun wurden die Platten zwei Stunden bei Raumtem-
peratur mit 200 pl/well eines Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugats (MABTECH
AB; Nacka Strand; Schweden; 1 pg/ml in PBS) inkubiert. Durch abschliekende Zugabe des
Enzymsubstrates NBT/BCIP-Losung (Roche; Mannheim; 1 : 50 in Farbepuffer (0,1 M Tris;
0,05 M MgCly; 0,1 M NaCl) verdiinnt) erfolgte die Detektion der Zytokin-Spots. Nach einigen
Minuten wurde die kolorimetrische Reaktion durch Abspiilen der Platten mit Leitungswas-
ser gestoppt und die Platten bei Raumtemperatur getrocknet. Die quantitative Auswertung
der Zytokin-Spots erfolgte an einem Bioreader 2000 (BioSys; Karben). Als Grenzwert wurde
der zweifache Hintergrund der Negativ-Kontrolle (Stimulation der Immunzellen mit DMEM-

Medium) bestimmt.

2.4 Computer-Programme

Diese Dissertation wurde mit LyX Version 1.5.5-Win-32 verfasst. Die Statistik wurde mit
SPSS fir Windows anhand des Mann- Whitney- Tests durchgefiihrt. Die Literaturrecherche
erfolgte mit Hilfe der Medline Datenbank. Zur Verwaltung der Literatur diente Bibliographix
Release 7. Abbildungen und Diagramme wurden mit SigmaPlot 8.0, CorelDRAW 12 und
Microsoft Excel 2003 erstellt.



3 Ergebnisse 39

3 Ergebnisse

3.1 Hepatitis-B-Virus-Infektionsmodell

3.1.1 Primare humane Hepatozyten als Modell fiir die Infektion

Die priméiren humanen Hepatozyten (PHH) wurden aus Leberteilresektaten unterschiedli-
cher Patienten gewonnen. Die Vitalitdt der durch die Zwei-Schritt-Kollagenase-Perfusions-
technik isolierten und gereinigten Zellen betrug dabei zwischen 76 und 86 %. Unmittel-
bar nach der Isolierung wurden die PHH in einer Konzentration von 1,6 Mio/well in mit
Kollagen-I beschichteten 6-well-Kulturplatten ausgesiat und bei 37°C und 5 % CO 5 kulti-
viert. Abbildung 3.1 zeigt die morphologischen Verinderungen und die Differenzierung der
Hepatozyten beginnend als noch abgerundete Zellen nach der Isolierung und im weiteren

Verlauf der in vitro Kultur.

PHH 30 Minuten nach Aussaat PHH Tag 1 nach Aussaat

PHH Tag 6 nach. Aussaat 7 . "PHH Tag-12 nach Aussaat

Abb. 3.1: Morphologische Verdnderungen primirer humaner Hepatozyten
nach Isolierung und Aussaat im Zeitverlauf



3 Ergebnisse 40

3.1.2 Untersuchung der HBV-Infektion primarer humaner

Hepatozyten

Die Infektion der priméren humanen Hepatozyten mit Hepatitis-B-Virus (HBV) erfolgte
nach Ausdifferenzierung der Zellen (Tag 6 bis 8 nach Aussaat). Dafiir wurden die Hepa-
tozyten initial mit virushaltigem, infektiosem Serum chronischer Hepatitis-B-Virus-Tréiger
inkubiert, wobei eine Viruskonzentration von 1 x 107 virale DNA-Kopien pro Infektionsan-
satz eingesetzt wurde. Zur Beurteilung der Effizienz der HBV-Infektion wurde die in vitro
Synthese der viralen Produkte (HBeAg, HBsAg und virale DNA) durch Quantifizierung aus

dem Zellkulturiiberstand in einem Zeitrahmen von 14 Tagen verfolgt.

Quantifizierung viraler Antigene und viraler DNA nach in vitro Infektion

Um eine Neusynthese der viralen Produkte im Infektionsverlauf zu bestimmen, mussten
zunéchst die mit dem Inokulum eingebrachten Antigene und die DNA an Tag 1 nach Infektion
durch fiinf Waschschritte entfernt werden. Abbildung 3.2 zeigt den Verlauf einer in wvitro
HBV-Infektion von PHH. Fiir die Negativ-Kontrolle wurden die Zellen eines Ansatzes vor
Infektionsbeginn mit 70 % EtOH abgetotet.

Die virale DNA-Konzentration (Abb. 3.2; A) fiel nach Abnahme des viralen Inokulums (an
Tag 1 nach Infektion) durch die initialen Waschschritte sowohl bei der Positiv- als auch bei
der Negativ-Kontrolle bis zum Tag 8 nach Infektion deutlich ab. Bei der Positiv-Kontrolle
war ab Tag 8 eine de novo Replikation mit einem Anstieg der DNA-Konzentrationen bis zu
4,5 x 10° Kopien/ml an Tag 14 zu verzeichnen. Bei der Negativ-Kontrolle hingegen war eine

weitere Abnahme der DNA-Konzentration und keine Neusynthese der DNA messbar.

Abbildung 3.2 Teil B) zeigt die im Zellkulturiiberstand messbare Konzentration an HBeAg.
Die HBeAg-Konzentration nahm in beiden Ansétzen zunéchst ab. In der Positiv-Kontrolle
war ab Tag 3 nach Infektion eine Neuproduktion des HBeAg mit einem starken Anstieg
der Antigen-Konzentration zu verzeichnen, die Werte bis zu 163 S/CO an Tag 13 erreichte.
Bei der Negativ-Kontrolle erfolgte nach den initialen Waschschritten keine Zunahme der

HBeAg-Konzentration im Kulturiiberstand.

Abbildung 3.2 Teil C) zeigt den Verlauf der HBsAg-Konzentrationen, die im Kulturiiberstand
nachweisbar waren. Einer — waschbedingten — Abnahme der Konzentration bis Tag 5 von
2,6x10% S/N auf 46 S/N folgte bei der Positiv-Kontrolle ein Anstieg der HBsAg-Produktion
bis zu einer Konzentration von 123 S/N an Tag 14. Bei der Negativ-Kontrolle war eine weitere

Abnahme der HBsAg-Konzentration und keine Neusynthese des HBsAg zu verzeichnen.
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HBV-DNA (Kopien/ml)

HBeAg (S/CO)

HBsAg (S/N)

Abb. 3.2:
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Kinetik der im Zellkulturiiberstand nachweisbaren Konzentrationen
an viraler DNA (A), HBeAg (B) und HBsAg (C) nach in vitro In-
fektion der primiren humanen Hepatozyten mit Hepatitis-B-Virus
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Die Beurteilung der in vitro Infektionen der vorliegenden Arbeit erfolgte anhand der HBeAg-
Expression. Da aktive HBeAg-Expression mit der Synthese der viralen DNA einhergeht, kann
die HBeAg-Produktion als Korrelat zur Virusreplikation angesehen werden. HBeAg liegt im
Serum in viel geringerer Konzentration vor als HBsAg oder die virale DNA. Dadurch lisst
sich das mit dem Inokulum zugefiihrte HBeAg rasch ausverdiinnen. Zudem wird HBeAg im
Verlauf der Infektion als frithes Antigen gebildet und die Konzentration steigt bei erfolgrei-
cher Infektion sehr schnell — etwa ab dem dritten Tag nach Infektion — an. Die Verwendung
von HBeAg als friithem Infektionsmarker ermoglicht, eine Beeinflussung der Infektion iiber
einen groferen Zeitraum zu verfolgen (Tag 3 bis 14). Anhand der de novo Replikation der
DNA lassen sich Beeinflussungen der Infektion hingegen erst ab Tag 8 verfolgen. Die mit
dem Inokulum eingebrachten hohen Konzentrationen an viraler DNA und HBsAg lassen
sich durch die Waschschritte langsamer und schlechter ausverdiinnen. Dadurch wird ein frii-
her Beginn der Virusreplikation und der Synthese des HBsAg unter Umsténden iiberdeckt
und ist zundchst nicht identifizierbar. So ist ein Anstieg der viralen Replikation und der

HBsAg-Synthese erst zu einem spéteren Zeitpunkt messbar.
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Zeitpunkt der Infektion

Je nach Ausgangsmaterial zeigten primére humane Hepatozyten etwa ab dem dritten Tag
nach Aussaat Hepatozyten-spezifische Morphologie. Da die Lebensspanne kultivierter Hepa-
tozyten begrenzt ist und diese Zellen in Kultur nicht proliferieren, ergibt sich nur ein kurzes
Zeitfenster fiir eine in wvitro Infektion. Um den optimalen Zeitpunkt fiir die Infektion der
Zellen festzulegen, wurden die Hepatozyten an vier verschiedenen Zeitpunkten nach Aussaat
(Tag 2, 4, 6 und 8) infiziert. In der Abbildung 3.3 ist die Kinetik der HBeAg-Produktion in
Abhéngigkeit vom Infektionszeitpunkt dargestellt.

80
—&— Infektion an Tag 2
—w— Infektion an Tag 4
—— Infektion an Tag 6
60 {1—€— Infektion an Tag 8

40 A

HBeAg (S/CO)

20 A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tag nach Infektion
Abb. 3.3: Kinetik der viralen HBeAg-Konzentration im Zellkulturiiberstand

nach Hepatitis-B-Virus-Infektion der priméren humanen Hepatozy-
ten an Tag 2, 4, 6 und 8 nach Aussaat

In den zu verschiedenen Zeitpunkten infizierten Hepatozytenkulturen wurden deutlich un-
terschiedliche HBeAg-Kinetiken gemessen. Die maximale HBeAg-Konzentration dieser Ver-
suchsreihe wurde in Hepatozyten erreicht, die an Tag 6 nach Aussaat infiziert wurden
(HBeAgmax [S/CO]: Infektion an Tag 2: 16; Infektion an Tag 4: 23; Infektion an Tag 6: 46
und Infektion an Tag 8: 27). Ausgehend von diesem Ergebnis, das sich in einem Wiederho-
lungsversuch bestétigen liefs, wurden alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro

Infektionen zwischen dem sechsten und achten Tag nach Inkulturnahme gestartet.
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Intraexperimentelle Reproduzierbarkeit

Um die Schwankungsbreite der Infektionsergebnisse innerhalb einer Versuchsreihe zu testen,
wurden drei verschiedene Kulturschalen einer Hepatozytenpraparation mit Hepatitis-B-Virus
infiziert. Abbildung 3.4 zeigt die Replikation der DNA und die Produktion der viralen An-

tigene in den drei Parallelansétzen.

Die in den drei Parallelinfektionen quantifizierten Konzentrationen der viralen DNA (A)
zeigten im Verlauf der Infektion untereinander geringfiigige Schwankungen, wéihrend die
Messung der HBeAg-Produktion (B) und der HBsAg-Produktion (C) der Infektionen 1,
2 und 3 nahezu identische Ergebnisse lieferte. Das Ergebnis dieser Versuchsreihen zeigt,
dass innerhalb einer Hepatozytenpriaparation eine Experimentreihe mit unterschiedlichen
Fragestellungen reproduzierbar durchgefiihrt und mit HBeAg als viralem Marker zuverléssig

ausgewertet werden kann.
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Abb. 3.4: Kinetik der im Zellkulturiiberstand nachweisbaren Konzentrationen

an viraler DNA (A), HBeAg (B) und HBsAg (C) in drei Parallel-
ansitzen einer HBV-infizierten Hepatozytenkultur
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Interexperimentelle Reproduzierbarkeit

Im Laufe dieser Arbeit kristallisierten sich — trotz intraexperimenteller Reproduzierbarkeit —
Schwankungen der Effizienz der Infektion in verschiedenen Zellpriaparationen heraus. Abbil-
dung 3.5 gibt einen Uberblick iiber die maximale Infektionseffizienz von 18 verschiedenen
Hepatozytenkulturen, die mit dem gleichen virushaltigen Serum infiziert wurden. Die Infekti-
onseffizienz wurde anhand der maximalen HBeAg-Konzentration nach beginnender Antigen-

Neuproduktion beurteilt.
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HBeAg (S/CO)
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Abb. 3.5: Maximale HBeAg-Konzentration in 18 verschiedenen Hepatozyten-
kulturen nach Infektion mit dem gleichen HBV-haltigen Serum

In den Kulturen 2, 15 und 17 konnte keine Produktion von HBeAg gemessen werden (Nach-
weisgrenze bei 1 S/CO). In drei der infizierten Hepatozytenkulturen hingegen konnten HBeAg-
Konzentrationen von mehr als 100 S/CO gemessen werden (HBeAg.x [S/CO]: Kultur 4: 105;
Kultur 10: 163; Kultur 14: 170). Durch das virushaltige Serum konnte offenbar nicht in jeder

der verwendeten Zellpriparationen eine effiziente Infektion initiiert werden.

Fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse der in vitro Infektionen ist zum einen die generel-
le Variabilitdt von humanem priméren Zellmaterial verantwortlich. Trotz hoher Vitalitit,
identischer Zellzahl bei der Inkulturnahme und konfluenter Zell-Monolayer zu Beginn der
Infektion dedifferenzieren Zellen mit zunehmender Kulturdauer. Des Weiteren ist es denkbar,
dass fiir eine effiziente Infektion eine entsprechende — z. B. Rezeptor-bedingte — Kompatibi-

litat zwischen Virus und Wirtszelle entscheidend ist.
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Nachweis der Hepatitis-B-Virus RNA

Die Messung der in wvitro produzierten viralen Antigene und der DNA aus dem Zellkultur-
iiberstand ermoglicht eine Charakterisierung des Infektionsverlaufs, die iiber einen lingeren
Zeitraum aus einem Infektionsansatz durchgefiihrt werden kann. Die Messung der viralen
RNA als Marker der Transkription hingegen erlaubt einen definierten Nachweis der Infek-
tion, wodurch der Beginn der Virusreplikation festgestellt werden kann. Zudem ermoglicht
der parallele Nachweis der Transkription und der Proteinexpression Aussagen iiber den An-

griffspunkt und Wirkmechanismus antiviraler Strategien.

Etablierung der quantitativen RT-PCR-Systeme

Um die HBV-Infektion der Hepatozyten auf RNA-Ebene zu charakterisieren, wurden Nach-
weissysteme fiir die 3,5-kb RNA (C-HBV) und die 2,4-kb RNA (S-HBV) entwickelt. Die
3,5-kb RN A umspannt die gesamte Sequenz des Genoms und dient als mRNA fiir die Trans-
lation des HBcAg und der Polymerase, zusétzlich dient sie als prigenomische RNA fiir den
ersten Schritt der Virusreplikation. Von der 2,4-kb RNA werden je nach Transkriptionsstart
die grofse, die mittlere oder die kleine Form des HBsAg gebildet.

Nach Klonierung der gewiinschten Sequenzabschnitte und in vitro Transkription wurden die
Transkripte von 10° bis 10° Kopien/Ansatz seriell verdiinnt und zur Erstellung einer Eichge-
raden fiir die Quantifizierung der viralen RN As mittels quantitativer Reverser Transkriptase
TaqMan-PCR. (qRT-PCR) verwendet. Abbildung 3.6 zeigt die zwei RNA-Eichgeraden C-
HBYV und S-HBV in den Verdiinnungsstufen 10 bis 10° Kopien/Ansatz.
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Abb. 3.6: RNA-Eichreihen zum quantitativen Nachweis der 3,5-kb C-HBV
RNA sowie der 2,4-kb S-HBV RNA; dargestellt sind Dreifach-Werte
je Verdiinnungsstufe

Quantifizierung viraler RNA

Fiir die quantitative Bestimmung der HBV-spezifischen RNAs im Verlauf einer Infektion
wurden Parallelinfektionen einer Hepatozytenkultur angesetzt. Fiir jeden Messpunkt wurden
die Hepatozyten einer Kulturschale gewaschen, lysiert und aus der préaparierten RNA wurde
mittels qRT-PCR die Konzentrationen der SSHBV RNA sowie der C-HBV RNA bestimmt.

Im Folgenden sind anhand zweier in wvitro Infektionen einer Hepatozytenpriaparation mit
zwei viralen Inokula (Serum 1 bzw. Serum 2) die Produktion der viralen RNA (Abb. 3.7)
sowie zugehorige HBeAg- und DNA-Ergebnisse (Abb. 3.8) dargestellt. Fiir einen Messpunkt
wurde die virale RNA aus 1,6 x 10° Zellen eingesetzt. Bei der quantitativen Bestimmung der
RNA im Verlauf der Infektion ist zu beachten, dass mit jedem Messpunkt die virale Tran-

skription eines unterschiedlichen Infektionsansatzes erfasst wird. Die zuvor gezeigte geringe
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intraexperimentelle Variabilitit erlaubt jedoch die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der
RNA-Produktion.
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Abb. 3.7: Konzentration der S-HBV RNA sowie der C-HBV RNA im Verlauf
von 16 Tagen nach in vitro Infektion primérer humaner Hepatozy-
ten eines Spenders mit unterschiedlichen Inokula; (A) Serum 1 und
(B) Serum 2

In beiden Versuchsreihen konnte bereits 24 Stunden nach Beginn der Infektion HBV-spezifi-
sche RNA mit einem kontinuierlichen Anstieg der viralen Transkription nachgewiesen wer-
den. Nach Infektion mit Serum 1 (Abb. 3.7; A) erreichte die Transkription maximale RNA-
Konzentrationen von 2,0 x 107 S-HBV Kopien/1,6 x 10° Zellen und 6,0 x 10° Kopien
(C-HBV). Nach Infektion mit Serum 2 (Abb. 3.7; B) konnten maximale RNA-Mengen von
ca. 4,6 x 107 (S-HBV) und 4,5 x 10 (C-HBV) gemessen werden.

Hier ist anzumerken, dass mit den gewihlten Oligonukleotiden fiir den Nachweis der S-
HBV RNA auch die C-HBV RNA erfasst wird. Daher ergibt sich die effektive Konzentration
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der S-HBV RNA aus der Differenz beider RNAs. Aus dieser Differenz — gemessen an der
maximalen RNA-Konzentration nach Infektion an Tag 16 — resultiert eine Konzentration der
S-HBV RNA von 1,9 x 107 Kopien (Serum 1) bzw. 4,2 x 107 (Serum 2). Verglichen mit
der maximalen Konzentration der C-HBV RNA zeigt sich, dass die S-HBV RNA in deutlich

hoherer Konzentration gebildet wird.

Der Vergleich der RNA-Synthese mit aus dem Zellkulturiiberstand gemessenen Antigenen
und der DNA (Abb. 3.8) zeigte, dass die virale RNA in beiden Infektionen bereits 48 Stunden
produziert wurde, ehe ein Anstieg des HBeAg (ab Tag 3 nach Infektion) detektierbar war.
Ein Anstieg der HBsAg-Produktion wurde ab Tag 5 (Serum 1; A) bzw. Tag 6 (Serum 2; B)
festgestellt. Eine Zunahme der DNA-Konzentrationen konnte ab Tag 8 (Serum 1; A) bzw.

Tag 6 (Serum 2; B) gemessen werden.
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Abb. 3.8: Kinetik der im Zellkulturiiberstand nachweisbaren Konzentrationen
von HBeAg, HBsAg und DNA im Verlauf von 16 Tagen nach in
vitro Infektion primérer humaner Hepatozyten eines Spenders mit,
unterschiedlichen Inokula; (A) Serum 1 und (B) Serum 2
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Nachweis der MHC-Genexpression

Immunologische Voraussetzung und Grundlage fiir eine funktionelle Interaktion HBV-spezifi-
scher Immunzellen mit virusinfizierten Hepatozyten ist die Expression der Gene des Haupt-
histokompatibilitdtskomplexes (Major Histocompatibility Complex; MHC). HLA-Klasse-I-
Molekiile werden konstitutiv von allen kernhaltigen Zellen exprimiert, wihrend HLA-Klasse-
IT-Molekiile nur von Zellen der Immunabwehr (z. B. Monozyten, Makrophagen, B-Zellen)
gebildet werden. Demnach sollten Hepatozyten keine HLLA-Klasse-1I-Molekiile exprimieren.
Allerdings gibt es in der Literatur Hinweise fiir eine HLA-Klasse-II-Expression durch Hepato-
zyten. Um eine Expression der HLA-Klasse-II-Molekiile durch primare Hepatozyten festzu-
stellen und zu iiberpriifen, ob durch Zellen dieser Kultur eine Antigenprisentation gegeniiber
CD4"T-Zellen erfolgen kann, wurde ein Nachweissystem fiir MHC-Klasse-IT mittels quan-
titativer Reverser Transkriptase PCR (qRT-PCR) entwickelt. Fiir Kontrolluntersuchungen

wurden zusatzlich Systeme zum Nachweis von MHC-Klasse-I etabliert.
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Etablierung der qRT-PCR-Systeme MHC-Klasse-1 und Klasse-II

Fiir den Nachweis von MHC-Klasse-II wurden die Loci HLA-DR«a, CD40 und der Klasse-11-
Transaktivator CIITA gewahlt. Zum Nachweis von MHC-Klasse-I wurden die Loci HLA-A,
HLA-B, HLA-C und betay-Mikroglobulin (#,M) gewihlt. Nach Klonierung der entsprechen-
den Sequenzabschnitte und anschliefsender in vitro Transkription wurden die Transkripte von
10° bis 10° Kopien /Ansatz seriell verdiinnt. Abbildung 3.9 zeigt exemplarisch die Eichgeraden
der Systeme HLA-A und HLA-DRa in den Verdiinnungsstufen 10? bis 10° Kopien/Ansatz.
Anhand der erstellten RNA-Standardreihen wurde die HLA-Klasse-I- und HLA-Klasse-I1-

Expression durch primére humane Hepatozyten mittels TagMan-PCR quantifiziert.
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Abb. 3.9: RNA-Eichreihen zum Nachweis der Expression von MHC-Klasse-
I (HLA-A) und MHC-Klasse-II (HLA-DR«); dargestellt sind
Vierfach-Werte je Verdiinnungsstufe
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Quantifizierung der Expression von MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-l|

Um die Expression von MHC-Klasse-I und Klasse-II in primiren Hepatozytenkulturen zu
untersuchen, wurde die RNA aus 1,6 x 10° Zellen gewonnen und zur Quantifizierung von
HLA-A, HLA-B, HLA-C, £;M sowie HLA-DRa, CD40 und CIITA in die qRT-PCR eingesetzt
(Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Expression von MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-II durch kulti-
vierte primére humane Hepatozyten; dargestellt sind Mittelwerte
aus je drei Hepatozytenpriparationen

Die gemittelten Konzentrationen der Transkripte [RNA-Kopien/1,6 x 10° Zellen] von MHC-
Klasse-I betrugen fiir HLA-A 3,1 x 107, fiir HLA-B 3,7 x 106, fiir HLA-C 2,2 x 107 und fiir
£,M 6,1 x 107. Die MHC-Klasse-II-Transkripte lagen fiir HLA-DRc in einer Konzentration
von 7,4 x 10° Kopien vor, fiir CD40 wurden 2,3 x 10* Kopien und fiir CIITA 6,1 x 103

Kopien gemessen.

Zunichst schien der quantitative Nachweis der MHC-Klasse-T1I-Expression durch humane He-
patozyten das in der Literatur beschriebene Auftreten von MHC-Klasse-II in Lebergewebe
zu bestatigen. Der Literatur zu Folge enthalten aber isolierte Kulturen 10 bis 20 % nichtpa-
renchymatdse Zellen, die fiir eine effiziente Differenzierung und Kultivierung der priméren
Hepatozyten notig sind. Dabei handelt es sich hauptséichlich um lebersinusoidale Endothel-
zellen und Kupffer-Zellen, die MHC-Klasse-II exprimieren. Der Nachweis von MHC-Klasse-11
zeigt, dass, wenn in Lebergewebe die MHC-Klasse-II exprimierenden Zellen HBsAg aufneh-

men, eine Antigenprasentation fiir CD4 " T-Lymphozyten erfolgen kann.
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Um die Kinetik der Expression von MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-11 im Kulturverlauf und
gleichzeitig den Effekt der Virusinfektion darauf zu untersuchen, wurden 12 Hepatozyten-
Kulturschalen unter Standard-Bedingungen kultiviert und parallel wurden 12 Kulturschalen
mit HBV infiziert. An 12 Zeitpunkten wurde die Gesamt-RNA jeweils einer nicht infizierten
und einer infizierten Kultur gewonnen. Die Abbildung 3.11 zeigt am Beispiel der Expression
von HLA-A und HLA-DRa« die Kinetik der MHC-Transkripte im 16-tdgigen Kulturverlauf.
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Abb. 3.11: Expression von HLA-A und HLA-DR«a durch unter Standard-
Bedingungen kultivierte und HBV-infizierte primére humane He-
patozyten im Verlauf von 16 Tagen

Die Expression von HLA-A und HLA-DRa« im Verlauf einer 16-tidgigen Kulturphase nach
Versuchsbeginn zeigte an den einzelnen Messwerten lediglich geringfiigige Schwankungen,
die sowohl in der uninfizierten, als auch in der infizierten Hepatozytenkultur auftraten. Die
MHC-Transkription nahm weder kontinuierlich zu noch ab, auch in der Expression der (hier
nicht gezeigten) iiberpriiften Systeme HLA-B, HLA-C, £,M, CD40 und CIITA konnte kein
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spezifischer Trend festgestellt werden.

Anders als zum Teil in der Literatur beschrieben, bewirkte eine HBV-Infektion der Hepato-
zyten keinen messbaren Effekt auf die MHC-Transkription. Hierbei ist anzumerken, dass in
diesem in vitro Infektionsmodell nur ein geringer Prozentsatz (circa 10 %) der Hepatozyten
mit Hepatitis-B-Virus infiziert ist, wie mittels Farbung der core-Partikel festgestellt wurde
(Tausch, 2005).

3.1.3 Untersuchung der HBV-Infektion humaner

Hepatom-Zell-Linien

Parallel zu dem in vitro HBV-Infektionsmodell der priméren humanen Hepatozyten wurden
auch humane Hepatom-Zell-Linien eingesetzt. Die Linien HepG2.215 und HepG2.4A5 pro-
duzieren konstitutiv HBV-DNA, HBsAg und HBeAg und reprisentieren somit den Status
einer chronischen HBV-Infektion. Die Zell-Linien HepG3 und PLK/PRF exprimieren und

sezernieren ausschliefslich HBsAg.

Die HBV-infizierten Hepatom-Zell-Linien dienten als weiteres Modellsystem fiir die Unter-

suchung antiviraler Eigenschaften HBsAg-spezifischer CD4" T-Lymphozyten.

Quantifizierung viraler Antigene und viraler DNA

Die Abbildung 3.12 zeigt die in vitro Produktion von HBeAg und HBsAg sowie die Re-
plikation der viralen DNA der Zell-Linien HepG2.215, HepG2.4A5, HepG3 und PLK/PRF

(gemessen aus dem Uberstand konfluenter Kulturen mit ca. 1,6 x 10° Zellen/cm?).
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Abb. 3.12: Im Kulturiiberstand der Hepatom-Zell-Linien HepG2.215,
HepG2.4A5, HepG3 und PLK/PRF nachweisbare Konzen-
trationen von HBsAg und HBeAg (A) sowie viraler DNA

(B)

Die Linien HepG2.215 und Hep(G2.4A5 produzierten neben HBsAg auch HBeAg sowie vi-
rale DNA. Dabei iibersteigt die Virus- und Antigen-Produktion der HepG2.215-Zellen die
der HepG2.4A5-Zellen um ein Vielfaches. Die HepG3-Zellen und die PLK/PRF-Zellen ex-
primierten ausschlieflich HBsAg.
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Quantifizierung viraler RNA

Zur Quantifizierung der 3,5-kb RNA (C-HBV) und der 2,4-kb RNA (S-HBV) in den Hepatom-
Linien HepG2.215 und HepG2.4A5 wurde die RNA aus 1,6 x 10° Zellen isoliert und in die
qRT-PCR eingesetzt (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Konzentration der 2,4-kb S-HBV RNA sowie der 3,5-kb C-HBV
RNA in den Hepatom-Zell-Linien HepG2.215 und HepG2.4A5

In beiden Hepatom-Zell-Linien wurde die S-HBV RNA in deutlich hoherer Konzentrati-
on gemessen als die C-HBV RNA. In HepG2.215-Zellen wurden 2,1 x 10° S-HBV RNA-
Kopien/1,6 x 10° Zellen gemessen, withrend in HepG2.4A5-Zellen 1,1 x 10® S-HBV Kopien
gemessen wurden. Die C-HBV RNA wurde bei Hep(G2.215-Zellen in einer Konzentration von
1,0 x 10® Kopien und bei HepG2.4A5-Zellen in einer Konzentration von 2,5 x 10* Kopien

gemessen.

Aus der Differenz beider RNAs zeigt sich, dass auch in den Hepatom-Zellen die Konzentra-
tion der S-HBV RNA tatséchlich iiberwiegt. Somit ergibt sich fiir die in Hep(G2.215-Zellen
nachgewiesene S-HBV RNA eine effektive Konzentration von 2,0 x 10° Kopien, withrend die
S-HBV RNA Konzentration der HepG2.4A5-Zellen 1,0 x 10% Kopien betrigt.

Im Vergleich zu HepG2.215-Zellen weisen Hep(G2.4A5-Zellen sowohl eine geringere Tran-
skriptionsrate, als auch eine schwichere Synthese der viralen Antigene und schwichere Vi-
rusreplikation auf. Fiir einen Vergleich der Virusreplikation der Hepatom-Zellen mit der
Primérinfektion der Hepatozyten ist anzumerken, dass bei den Hepatom-Zellen jede Zelle
mit Virus infiziert ist. Zudem kann im Gegensatz zu den infizierten priméren Hepatozyten

in den Hepatomzellen mehr HBeAg als HBsAg gebildet werden.
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3.2 Einfluss der Ty-Typl-Zytokine TNF-a und IFN-~
auf die HBV-Infektion

Eine Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus hat im Zuge der Immunantwort die Bildung der
inflammatorischen Zytokine IFN-v und TNF-a durch die Immunzellen zur Folge. Diese Zyto-
kine werden von CD4 " T-Helferzellen-Typl sezerniert und als Ty-Typl-Zytokine bezeichnet.
Auch die durch Impfung induzierten CD4" T-Zellen sezernieren nach Kontakt mit HBsAg Ty-
Typl-Zytokine. In verschiedenen nicht-humanen Modellsystemen wie dem HBV-transgenen
Mausmodell oder dem Enten-HBV-Modell konnte durch exogene Zugabe von rekombinan-
tem IFN-y und bzw. oder TNF-a ein hemmender Einfluss auf die Virusreplikation beob-
achtet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt dieser Ty-Typl-Zytokine auf
die Hepatitis-B-Virusinfektion humaner Hepatom-Zellen und auf die akute Infektion pri-
mirer Hepatozyten untersucht. Die Beeinflussung der Virusreplikation wurde sowohl auf

Translations- als auch auf Transkriptionsebene iiberpriift.

Einfluss von TNF-a und IFN-v auf die HBV-Replikation humaner

Hepatom-Zellen

Mit Hilfe der konstitutiv HBV-exprimierenden Zell-Linie HepG2.215 wurde zunéchst der
dosisabhéingige Effekt von TFN-y und TNF-« auf die Virusreplikation untersucht. Hierfiir
wurden die Hepatom-Zellen 48 Stunden mit Medium kultiviert, dem rekombinantes IFN-~

oder TNF-« in den Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml und 20 ng/ml zugesetzt war.

In den Hepatom-Zellen wurde nach Kultur mit zytokinhaltigem Medium eine im Vergleich
zur Kontrollkultur reduzierte Konzentration der Virus-DNA sowie der Antigene HBeAg und
HBsAg gemessen. Das Ausmafs der Inhibition nahm mit steigender Zytokin-Konzentration
zu, dabei wurde durch IFN-v eine stirkere Reduktion der viralen Aktivitdt vermittelt als
durch TNF-a (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Produktion von HBV-DNA (A), HBeAg (B) und HBsAg (C) in
HepG2.215-Zellen nach Zugabe von rekombinantem TNF-o und
IFN-v in unterschiedlichen Konzentrationen
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Die Synthese der viralen DNA (Abb. 3.14; A) wies unter Zytokin-Zugabe deutliche Konzen-
trationsunterschiede und eine Inhibition der Virusreplikation im Vergleich zur Kontrollkultur
auf (HBV-DNA |Kopien/ml]: Kontrolle ohne Zytokin-Zugabe: 4,0 x 10% 1 ng/ml TNF-a:
3,6 x 10510 ng/ml TNF-a: 2,4 x 10%; 20 ng/ml TNF-a: 2,2 x 10% 1 ng/ml IFN-v: 2,6 x 10°;
10 ng/ml IFN-7: 2,2 x 105 20 ng/ml IFN-v: 1,5 x 10°).

Die Produktion von HBeAg (Abb. 3.14; B) wurde durch die Zytokine im Vergleich zur
Kontrollkultur ebenfalls deutlich reduziert (HBeAg [S/CO]: Kontrolle ohne Zytokin-Zugabe:
117; 1 ng/ml TNF-a: 99; 10 ng/ml TNF-a: 91; 20 ng/ml TNF-a: 88; 1 ng/ml IFN-v: 96;
10 ng/ml IFN-~: 78; 20 ng/ml IFN-~: 68).

Auch die Expression des HBsAg (Abb. 3.14; C) zeigte in Kulturen mit Zytokin-Zugabe ver-
minderte Antigen-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollkultur (HBsAg [S/N]: Kontrolle
ohne Zytokin-Zugabe: 81; 1 ng/ml TNF-a: 77; 10 ng/ml TNF-a: 75; 20 ng/ml TNF-a: 73;
1 ng/ml IFN-~: 77; 10 ng/ml IFN-v: 54; 20 ng/ml IFN-v: 52).

Die deutliche TNF-a- bzw. IFN-v-vermittelte Reduktion der DNA-Synthese und der Antigen-
Produktion scheint sowohl dosisabhéingig als auch zytokinabhéngig zu sein (Tab. 3.1).

Reduktion
durch TNF-a 1 ng/ml 10 ng/ml 20 ng/ml
HBV-DNA 10 % 40 % 45 %
HBeAg 15 % 22 % 25 %
HBsAg 5% 7% 10 %
Reduktion
durch TFN-y 1 ng/ml 10 ng/ml 20 ng/ml
HBV-DNA 35 % 45 % 63 %
HBeAg 18 % 33 % 42 %
HBsAg 5 % 33 % 36 %

Tab. 3.1: Reduktion der viralen DNA-Synthese und Antigen-Produktion in
HepG2.215-Zellen durch TNF-o und IFN-
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Aus der Abbildung 3.15 ist ersichtlich, dass TNF-a und IFN-vy auch eine Beeinflussung der

viralen Transkription bewirkten.
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Abb. 3.15: Synthese der 3,5-kb C-HBV RNA (A) sowie der 2,4-kb S-HBV
RNA (B) in HepG2.215-Zellen nach Zugabe von rekombinantem
TNF-a und IFN-v in unterschiedlichen Konzentrationen

In der Kultur ohne Zytokin-Zugabe wurde eine Konzentration der C-HBV RNA (Abb. 3.15;
A) von 1,2 x 10® Kopien/1,6 x 10° Zellen gemessen. TNF-« verminderte die C-HBV RNA-
Synthese auf 1,0 x 10® Kopien (1 ng/ml), 8,0 x 10" Kopien (10 ng/ml) bzw. 4,1 x 107 Kopien
(20 ng/ml). IFN-v reduzierte die C-HBV RNA-Synthese auf 9,0 x 10" Kopien (1 ng/ml),
6,0 x 107 Kopien (10 ng/ml) bzw. 3,8 x 107 Kopien (20 ng/ml).

Die S-HBV RNA (Abb. 3.15; B) konnte in der Kultur ohne Zytokin-Zugabe in 2,2 x 107
Kopien quantifiziert werden. TNF-« inhibierte die S-HBV RNA Synthese auf 2,0 x 10°
Kopien (1 ng/ml), 1,3 x 10° Kopien (10 ng/ml) bzw. 9,0 x 10® Kopien (20 ng/ml). IFN-y
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verminderte die Synthese der S-SHBV RNA auf 1,8 x 10? Kopien (1 ng/ml), 1,2 x 10° Kopien
(10 ng/ml) bzw. 8,1 x 10® Kopien (20 ng/ml).

Der zytokinabhingige Effekt auf die RNA-Synthese scheint ebenfalls in Abhéngigkeit der

einwirkenden Konzentration zu stehen (Tab. 3.2).

Reduktion - - -
1 ng/m 10 ng/m. 20 ng/m
durch TNF-« & & &
C-HBV RNA 17 % 33 % 66 %
S-HBV RNA 9% 41 % 59 %
Reduktion - - -
1 ng/m 10 ng/m 20 ng/m
durch IFN-vy & & &
C-HBV RNA 25 % 50 % 68 %
S-HBV RNA 18 % 46 % 63 %

Tab. 3.2: Reduktion der viralen Transkription in HepG2.215-Zellen durch
TNF-a und IFN-vy

Fiir die Untersuchung der antiviralen Wirkung der Zytokine in der bzw. auf die Friihphase
einer Infektion und um zusétzlich einen lingeren Verlauf dieser zytokinabhingigen Beeinflus-
sung der Infektion verfolgen zu kénnen, wurden weitere Versuchsreihen an in vitro infizierten

priméren humanen Hepatozyten durchgefiihrt.
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Einfluss von TNF-a und IFN-vy auf die HBV-Replikation in in vitro

infizierten primaren humanen Hepatozyten

Aufbauend auf den Versuchen mit der Hepatom-Linie Hep(G2.215 wurde nach einer Infekti-
on der PHH ab Tag 1 téglich 10 ng/ml rekombinantes TNF-« und in einem Parallelansatz
10 ng/ml rekombinantes IFN-y zum Kulturmedium gegeben. Eine Beeinflussung der Infek-

tion durch die Zytokine wurde auf Protein- und RNA-Ebene iiberpriift.

Aus Abbildung 3.16 A) ist ersichtlich, dass bereits 24 Stunden nach Zugabe der Zytokine
TNF-« und IFN-7v eine Reduktion der HBeAg-Expression messbar war. Im Gegensatz zu
der an Tag 2 beginnenden Produktion von HBeAg in der Standardinfektion (Infektion oh-
ne Zytokin-Zugabe) setzte in den mit Zytokinen kultivierten Ansétzen die Neusynthese des
HBeAg zunéchst verzogert an Tag 4 ein. Im weiteren Verlauf der Infektion war die HBeAg-
Expression im Vergleich zur Standardinfektion deutlich reduziert (HBeAgmax [S/CO|: Infek-
tion ohne Zytokin-Zugabe: 45; mit TNF-a: 28; mit IFN-y: 17).

Auch der Beginn der HBsAg-Expression sowie der DNA-Neusynthese (Abb. 3.16; B/C) war
im Vergleich zur beginnenden HBsAg-Produktion und Virusreplikation der Standardinfek-
tion 48 Stunden spéter messbar. Im Vergleich zur Standardinfektion wurden in den mit
TNF-a und IFN-v kultivierten Infektionsansitzen deutlich verminderte Maximalkonzentra-
tionen der HBs-Antigene (HBsAgmax [S/N]: Infektion ohne Zytokin-Zugabe: 51; mit TNF-a:
28; mit IFN-v: 12) und der Virus-DNA (HBV-DNA,,,,x [Kopien/ml|: Infektion ohne Zytokin-
Zugabe: 2,6 x 10°; mit TNF-a: 1,1 x 10% mit IFN-y: 1,0 x 10°) erreicht.

Durch TNF-a und IFN-y wurde somit auch die Primérinfektion inhibitorisch beeinflusst.
Es erfolgte eine deutliche Reduktion der viralen DNA-Synthese und der Antigen-Produktion
(Tab. 3.3).

H Reduktion durch TNF-« Reduktion durch IFN-~
HBV-DNA 58 % 62 %
HBeAg 38 % 62 %
HBsAg 45 % 7 %

Tab. 3.3: Reduktion der viralen DNA-Synthese und der Antigen-Produktion
in HBV-infizierten primiren humanen Hepatozyten durch TNF-«
und IFN-~y
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Abb. 3.16: Kinetik von HBeAg (A), HBsAg (B) und viraler DNA (C) in in
vitro HBV-infizierten priméren humanen Hepatozyten unter Ein-
fluss von rekombinantem TNF-a und IFN-y
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Auch auf RNA-Ebene zeigte sich bereits 24 Stunden nach erstmaliger Zugabe der Zytokine
eine Suppression der Virusaktivitit (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Konzentration der C-HBV RNA (A) und S-HBV RNA (B) in in
vitro HBV-infizierten priméren humanen Hepatozyten unter Ein-
fluss von rekombinantem TNF-« und IFN-v

An Tag 12 lag in der Kultur ohne Zytokin-Zugabe eine C-HBV RNA-Konzentration von
9,8 x 10° Kopien/1,6 x 10° Zellen vor, wihrend TNF-« zu einer C-HBV Konzentration von
8,0 x 10* Kopien und IFN-v zu 2,1 x 10* Kopien fiihrte. Die S-HBV RNA konnte in der
Kontrollkultur in einer Konzentration von 1,6 x 107 Kopien gemessen werden, wihrend nach
Kultur mit TNF-a 1,4 x 10° Kopien und nach Kultur mit IFN-v 4,9 x 10° Kopien gemessen

wurden.
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Wie auf Proteinebene iibte IFN-y auch auf Transkriptionsebene eine stirkere inhibitorische
Wirkung aus als TNF-« (Tab. 3.4).

H Reduktion durch TNF-« Reduktion durch IFN-v
C-HBV-RNA 92 % 98 %
S-HBV-RNA 91 % 97 %

Tab. 3.4: Reduktion der viralen Transkription in HBV-infizierten priméren
humanen Hepatozyten durch TNF-a und IFN-~

Analog zu den Vorversuchen mit den konstitutiv HBV-exprimierenden Hepatom-Zellen zeigte
sich hier durch die Zytokine TNF-a und IFN-v ein inhibitorischer Effekt auf die Virusre-
plikation in der Frithphase der Infektion. Somit konnte gezeigt werden, dass der antivirale
Effekt die Synthese viraler Produkte sowohl in der Friihphase einer Infektion als auch in einer

etablierten Infektion unterdriicken kann, wobei [FN-v stirker inhibierend wirkt als TNF-a.
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Einfluss von Interferon-y auf die MHC-Klasse-II-Expression

Es ist bekannt, dass IFN-«a oder IFN-3 zu einer Steigerung der Transkription von MHC-
Klasse-I fiihrt, wihrend IFN-7 iiber Induktion des Klasse-II-Kotransaktivators (CIITA) die
Expression von MHC-Klasse-II steuert. Da auch CD4"T-Zellen IFN-vy sezernieren, konn-
te dies durch gesteigerte MHC-Klasse-II-Expression zu einer erhéhten Antigenprésentation

fiithren.

Daher wurde getestet, ob IFN-v auch in den priméren Hepatozytenkulturen eine Steige-
rung der MHC-Klasse-II-Expression bewirkt. Hierfiir wurden PHH fiir einen Zeitraum von
vier Tagen unter Zugabe unterschiedlicher IFN-v-Konzentrationen (1 ng/ml, 10 ng/ml und
20 ng/ml) kultiviert. Aus Abbildung 3.18 Teil A) ist ersichtlich, dass, durch 10 ng/ml IFN-~
— ausgehend von 5,4 x 10? CIITA-RNA Kopien/1,6 x 10° Zellen — bis Tag 4 eine 9,4-fach
erhohte CITTA-Expression auf 5,1 x 103 Kopien erfolgte. Die Expression von HLA-DRa
(Abb. 3.18; B) wurde durch 10 ng/ml IFN-y von 3,2 x 10° Kopien/1,6 x 10° Zellen bis
Tag 4 auf 1,0 x 107 Kopien 31,2-fach erhéht.
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humane Hepatozyten im Verlauf von 4 Tagen nach Zugabe von
rekombinantem IFN-v in unterschiedlichen Konzentrationen
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Zusammenfassung:

Antivirale Wirkung der Ty-Typl-Zytokine auf die Virusreplikation HBV-infizierter
humaner Hepatozyten

Die rekombinanten Ty-Typl-Zytokine TNF-« und [FN-v fiihrten in HBV-infizierten huma-

nen Hepatozyten zu einer Inhibition der viralen Aktivitét.

e Der supprimierende Effekt auf die Infektion zeigte sich auf RNA- und Proteinebene

sowie in der Replikation der viralen DNA.

e Die HBeAg-Produktion der humanen Hepatom-Zellen wurde durch TNF-a um bis zu
25 % und durch IFN-y um 42 % reduziert.

e Die HBeAg-Produktion der primaren humanen Hepatozyten wurde durch TNF-a um
38 % und durch TFN-y um 62 % reduziert.

e Der Zytokin-vermittelte antivirale Effekt war bereits innerhalb von 24 Stunden mess-

bar.

e Der antivirale Effekt war sowohl zytokin- als auch dosisabhéingig.

Zudem bewirkte IFN-v in humanen Hepatozyten eine erhohte MHC-Klasse-II-Expression.
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3.3 Kokultur HBV-infizierter humaner Hepatozyten mit
HBV-spezifischen peripheren Blut-Lymphozyten

3.3.1 Etablierung des Kokultur-Modells

Um eine Beeinflussung der Hepatitis-B-Virusinfektion durch HBV-spezifische Immunzellen
im eigentlich funktionellen Kontext untersuchen zu konnen, sollten durch Kokultivierung
infizierter Zielzelle (Hepatozyten) und reaktiver Effektorzelle (Immunzellen, periphere Blut-

Lymphozyten, PBL) in vivo Bedingungen simuliert werden.

Alloreaktivitdt von Immunzellen und Hepatozyten unterschiedlicher
HLA-Restriktion

Um eine Alloreaktivitdt von Immunzellen mit Hepatozyten zu iiberpriifen, wurden isolierte
heterologe PBL mit direktem Kontakt zu PHH in eine Kulturschale gegeben. Wie in der
Abbildung 3.19 ersichtlich, waren bereits nach 12-stiindigem Zell-Zell-Kontakt morphologi-
sche Verdnderungen der Hepatozyten erkennbar. Innerhalb von 24 Stunden nach Zugabe
der PBL traten ausgedehnte zytotoxische Effekte auf, die schlieflich zum Absterben der
Hepatozytenkultur fiihrten.

PHH Tag 6 nach Aussaat

PHH 12 Stunden nach Zugabe der PBL PHH 24 Stunden nach Zugabe der PBL

Abb. 3.19: Morphologische Verdnderungen primérer humaner Hepatozyten
nach direktem Zell-Zell-Kontakt mit heterologen peripheren Blut-
Lymphozyten
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Fiir die Untersuchungen der Interaktionen der Immunzellen mit virusinfizierten Hepatozy-
ten wurde deshalb ein Kulturmodell entwickelt, das eine Kokultivierung heterologer Lym-
phozyten mit Hepatozyten erlaubt. Dabei wurde durch Unterbinden eines direkten Zell-Zell-
Kontaktes die Alloreaktivitit der HLA-unterschiedlichen Zellen verhindert.

Trans-well-System

Zur Vermeidung direkter Zell-Zell-Kontakte wurden fiir die Durchfiihrung der Kokultur von
Hepatozyten mit PBL spezielle Zellsiebe verwendet. Die Membran dieser Siebe besitzt Poren
mit einem Durchmesser von 0,4 pm und sollte daher ausschliefslich fiir 16sliche Faktoren, z.B.
Zytokine oder virale Partikel und Antigene permeabel sein. Der Einsatz der Zellsiebe auf die
Hepatozytenkultur erforderte zundchst eine Abwandlung bzw. Anpassung der Kulturbedin-

gungen des Standard-Infektionsmodells.

Durch das Einsetzen des Zellsiebes war es notig, das Kulturvolumen auf 3 ml zu erhohen.
Deshalb wurde getestet, ob der Aufsatz des Zellsiebes und die Erhohung des Kulturvolumens
eine negative Beeinflussung der Infektion (z. B. Auswirkungen eines eventuell verénderten
Sauerstoffpartialdrucks auf die Vitalitit der Zellen und damit Anderung der HBeAg-Kinetik)
zur Folge haben. Im Vergleich zu einer Standardinfektion (1 ml Kulturvolumen) wurde eine
Infektion mit Siebeinsatz und 3 ml Kulturvolumen (Kokulturmodell) durchgefiihrt. Im Ko-
kulturmodell wurde an Tag 2 (24 Stunden nach Infektion) das Zellsieb eingesetzt und die
Volumina auf je 1,5 ml im Hepatozyten-well sowie im Zellsieb angepasst. Die Abbildung 3.20
zeigt den Verlauf der Synthese von HBeAg, HBsAg und viraler DNA in den beiden unter-

schiedlichen Infektionsmodellen.

Da die im Kokulturmodell produzierten Antigene und die DNA im Vergleich zum Standard-
modell im Uberstand 1 : 3 verdiinnt vorlagen, war die maximal gemessene Konzentration der
Antigene und der viralen DNA im Kokulturmodell erniedrigt. Jedoch war in allen Ansétzen
— sowohl im Standardmodell als auch im Kokulturmodell — eine Zunahme der messbaren
Antigen- und DNA-Konzentrationen zu verzeichnen. Das erhohte Kulturvolumen und der
Einsatz des Zellsiebes hatten somit keine negative Beeinflussung der Antigen-Produktion

und der Virusreplikation zur Folge.
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Abb. 3.20: Kinetik der im Zellkulturiiberstand nachweisbaren Konzentratio-
nen von HBeAg (A), HBsAg (B) und DNA (C) nach in vitro HBV-
Infektion und Kultivierung der priméren humanen Hepatozyten
im Standardmodell (1 ml Kulturvolumen) und im Kokulturmo-

dell mit Siebeinsatz (3 ml Kulturvolumen)
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Zur Testung der Permeabilitit der Siebmembran fiir die in vitro synthetisierten viralen Pro-
dukte wurden Hepatozyten infiziert und mit eingesetztem Zellsieb kultiviert. Antigen- und
DNA-Konzentrationen wurden tiglich im Zelleinsatz bestimmt. Die Abbildung 3.21 zeigt den
Verlauf der im Zellsieb nachweisbaren Konzentrationen der HBeAg- und HBsAg-Produktion
sowie der Synthese von viraler DNA. Im Zellsieb konnte sowohl eine kontinuierliche Konzen-

trationszunahme der Antigene als auch der Viruspartikel gemessen werden.

10* - 40 107
—8— HBeAg
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—8— HBV-DNA  10f
108 4 301 =
; £
= F10° 2
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Tag nach Infektion

Abb. 3.21: Kinetik der im Zellsieb nachweisbaren Konzentrationen von HBe-
Ag, HBsAg sowie viraler DNA nach in wvitro HBV-Infektion
und Kultivierung der priméren humanen Hepatozyten mit dem
Zelleinsatz

Dieses Ergebnis bestitigte das zu erwartende Diffusionsgleichgewicht zwischen Hepatozy-
tenschale und Zelleinsatz. Die von Hepatozyten produzierten loslichen Antigene und die
Viruspartikel passieren die Siebmembran; damit kann davon ausgegangen werden, dass im
Gegenzug die von Immunzellen sezernierten 16slichen Produkte (Zytokine) durch die Mem-

bran diffundieren.
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Modellsystem zur Kokultivierung HBV-spezifischer Immunzellen mit
HBV-infizierten humanen Hepatozyten

Mittels des Kokulturmodells wurden nun die Interaktionen HBV-spezifischer Immunzellen
(PBL) mit HBV-infizierten Hepatozyten untersucht. Die HBV-spezifischen PBL wurden von
Spendern gewonnen, die gegen Hepatitis-B-Virus geimpft worden waren. Der fiir die Vakzi-
nierung verwendete Impfstoff enthélt als immunogene Determinante das HBsAg. Die Reak-
tivitat der Zellen gegen HBsAg (Impfstoff-Antigen) wurde im Elispot getestet. Das Zytokin-
profil zeigt mit der Sekretion von IL-2, IFN-y und TNF-« eine eindeutige Ty-Typl-Antwort
(Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Zytokinprofil HBV-spezifischer Immunzellen HBV-geimpfter Per-
sonen; gemessen mittels Elispot

Als Kontrollen wurden HBV-naive PBL von ungeimpften Spendern eingesetzt, die im Elispot
keine Reaktivitat auf das Impfstoff-Antigen zeigten.
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Zur Untersuchung der Rolle der impfinduzierten HBsAg-spezifischen CD4* T-Lymphozyten
bei der HBV-Infektion wurden infizierte Hepatozyten mit PBL, die bei Geimpften die spe-
zifischen CD4"T-Zellen beinhalten, kokultiviert. Die Abbildung 3.23 zeigt schematisch das
Kokultursystem, mit dem die im Folgenden beschriebenen Versuche durchgefiihrt wurden.
Die grundlegende Idee war, dass die von HBV-infizierten Hepatozyten sezernierten viralen
Produkte eine Stimulation der HBV-spezifischen Immunzellen bewirken, die als reaktive Ant-
wort, die Bildung antiviral wirkender Zytokine zur Folge haben konnte bzw. sollte. Aufgrund
des sich einstellenden Diffusionsgleichgewichts zwischen Hepatozyten-well und Zellsieb soll-
ten trotz fehlendem Zell-Zell-Kontakt Interaktionen zwischen Ziel- und Effektorzellen statt-

finden konnen, die iiber 16sliche Faktoren vermittelt werden.

HBV-spezifische Zytokine
Immunzellen
IFN-y )

cood |y e

HBeAg
HBV-infizierte Hepatozyten HBV-DNA

Abb. 3.23: Trans- Well-System zur Durchfiihrung der Kokulturversuche von
HBV-spezifischen Immunzellen mit HBV-infizierten humanen
Hepatozyten

Zur Beurteilung der Infektionseffizienz der PHH/PBL-Kokulturen wurde die Kinetik der
HBeAg-Produktion bestimmt.
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3.3.2 Wirkung HBV-spezifischer Immunzellen auf die akute

HBV-Infektion primarer humaner Hepatozyten
Wirkung HBV-spezifischer PBL auf die Initiation der Hepatitis-B-Virusinfektion

Zunichst wurde die Wirkung von HBV-spezifischen PBL geimpfter Spender auf die Initia-
tion einer in vitro HBV-Infektion der PHH untersucht. Parallel dazu wurden als Kontrollen
Kokulturen mit HBV-naiven PBL ungeimpfter Spender durchgefiihrt. Der Beginn der Ko-
kulturen erfolgte 24 Stunden nach der Infektion durch Zugabe von 5 x 10° isolierter PBL zu
HBV-infizierten Hepatozyten. Abbildung 3.24 zeigt die HBeAg- und HBsAg-Synthese und
die Replikation der viralen DNA in PHH/PBL-Kokulturen mit HBV-spezifischen (HBVy)
und HBV-naiven (HBVy) PBL.
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Abb. 3.24: Kinetik der im Zellkulturiiberstand nachweisbaren Konzentratio-

nen von HBeAg (A), HBsAg (B) und viraler DNA (C) nach in
vitro HBV-Infektion der primédren humanen Hepatozyten und Ko-
kultur mit HBV-spezifischen PBL eines geimpften Spenders und
HBV-naiven PBL eines ungeimpften Spenders



3 Ergebnisse 78

Die Kontrollinfektion (PHH ohne PBL) zeigte ab Tag 4 nach Infektion einen kontinuierli-
chen Anstieg der HBeAg-Produktion (Abb. 3.24; A), die ein Maximum an Tag 14 (HBe-
Ag [S/COJ: 7,3) erreichte. Im Gegensatz dazu konnte in der PHH/HBV-spezifischen-PBL-
Kultur keine effektive Antigen-Neuproduktion gemessen werden (< 1 S/CO; Nachweisgren-
ze: 1 S/CO). Uberraschenderweise wurde im Vergleich zur Kontrollinfektion auch in der
PHH /HBV-naiven-PBL-Kultur eine deutlich verminderte HBeAg-Konzentration (1,8 S/CO)

gemessen.

Die Messung der HBsAg-Expression (Abb. 3.24; B) zeigte in der Kontrollinfektion ab Tag 9
einen leichten Anstieg. An Kulturende war die HBsAg-Konzentration (HBsAg [S/N]|) sowohl
in der PHH/HBV-spezifischen-PBL-Kultur (5,7 S/N) als auch der PHH/HBV-naiven-PBL-
Kultur (6,4 S/N) im Vergleich zur Kontrollinfektion (22,1 S/N) deutlich reduziert.

Die Konzentrationsbestimmung der HBV-DNA (Abb. 3.24; C) zeigte in der Kontrollinfek-
tion ebenfalls ab Tag 9 einen leichten Anstieg der Virusreplikation mit einer Maximalkon-
zentration von 4,9 x 10* Kopien/ml. An Tag 14 wiesen sowohl die PHH/HBV-spezifische-
PBL-Kultur (2,1 x 10* Kopien/ml) als auch die PHH/HBV-naive-PBL-Kultur (2,5 x 10*
Kopien/ml) eine verminderte DNA-Synthese auf.

In Kokultur der HBV-infizierten Hepatozyten mit HBV-spezifischen und HBV-naiven Im-
munzellen war ein antiviraler Effekt zu verzeichnen, der zu einer deutlichen Reduktion
der HBeAg-Produktion, der HBsAg-Expression sowie der Synthese der viralen DNA fiihrte
(Tab. 3.5).

Reduktion durch Reduktion durch

HBV-spezifische PBL HBV-naive PBL
HBeAg 100 % 75 %
HBsAg 74 % 71 %
HBV-DNA 57 % 49 %

Tab. 3.5: Reduktion der Antigen-Produktion und der viralen DNA-Synthese
in HBV-infizierten primiren humanen Hepatozyten durch HBV-
spezifische PBL eines geimpften Spenders und HBV-naive PBL eines
ungeimpften Spenders

Die durch HBV-spezifische PBL vermittelte antivirale Wirkung auf die HBeAg-Produktion
wurde in einem Kollektiv von 17 geimpften Spendern iiberpriift. HBV-spezifische PBL sup-
primierten die HBeAg-Produktion Zellspender-abhéngig bis zur Vollstéandigkeit (um 78 bis
100 %) (Abb. 3.25). Die Effekte HBV-naiver PBL auf die HBV-Infektion wurden in einem
Kollektiv von 12 ungeimpften Spendern getestet. Dabei wurde eine Reduktion der HBeAg-
Produktion von 27 bis 82 % erreicht.
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Abb. 3.25: Reduktion der HBeAg-Produktion in in vitro HBV-infizierten pri-
méren humanen Hepatozyten durch HBV-spezifische PBL (n=17;
Median 90 Prozent) und durch HBV-naive PBL (n=12; Median
58,5 Prozent) verschiedener Spender

Die HBV-spezifischen PBL fiihrten zu einer signifikant (p < 0,05) stirkeren Suppression der
HBeAg-Produktion verglichen mit HBV-naiven PBL. Dabei zeigte sich ein direkter Zusam-
menhang zwischen der Reduktion der HBeAg-Produktion und der Zahl reaktiver (IFN-v-
sezernierender) T-Zellen (gemessen im Elispot) (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26: Korrelation der Zahl IFN-v-sezernierender Zellen verschiede-
ner HBV-geimpfter Spender mit der Reduktion der HBeAg-
Produktion in 4n wvitro HBV-infizierten primiren humanen
Hepatozyten
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Wirkung HBV-spezifischer und HBV-naiver PBL auf die bestehende
Hepatitis-B-Virusinfektion

Nachfolgend wurde untersucht, ob der PBL-vermittelte antivirale Effekt auch bereits be-
stehende Infektionen beeinflussen kann. Hierfiir erfolgte die Zugabe der PBL an Tag 4 nach
Beginn der Infektion. Die Abbildung 3.27 zeigt anhand eines reprisentativen Beispiels die Ki-
netik der bereits aktiven HBeAg-Produktion nach Zugabe von HBV-spezifischen und HBV-
naiven PBL an Tag 4 (’)

100

—— PHH ohne PBL
—@— PHH mit HBVg-PBL

—@— PHH mit HBVN-PBL

HBeAg (S/CO)
)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tag nach Infektion
Abb. 3.27: Kinetik der HBeAg-Produktion nach in vitro HBV-Infektion der

primiren humanen Hepatozyten und Zugabe HBV-spezifischer
und HBV-naiver PBL an Tag 4 nach Beginn der Infektion

In allen Kulturen war zunéchst ab Tag 3 nach Infektion ein Anstieg der HBeAg-Produktion
zu verzeichnen. An Tag 4 war in allen Ansitzen eine vergleichbare HBeAg-Konzentration
zu messen (HBeAg [S/CO|: 3,0; 2,9; 2,9). Die Zugabe HBV-spezifischer und HBV-naiver
PBL jedoch bewirkte eine starke Inhibition der Antigen-Produktion in den Kokulturan-
sitzen, wihrend die HBeAg-Produktion in der Kontrollinfektion ohne PBL bis Tag 14 ei-
ne Konzentration von 7,4 S/CO erreichte. Die HBeAg-Konzentration in der PHH/HBV-
spezifischen-PBL-Kultur sank auf < 1,0 S/CO. Auch in Kultur mit HBV-naiven PBL wurde
die HBeAg-Produktion deutlich reduziert (1,8 S/CO). HBV-spezifische PBL reduzierten die
HBeAg-Produktion vollstindig, wihrend HBV-naive PBL eine Inhibition der Infektion um
76 % bewirkten.

Die Versuche zur Zeitabhingigkeit der antiviralen Wirkung von PBL auf die Primérinfektion
der Hepatozyten ergaben, dass neben der Initiation einer Infektion auch eine bereits etablierte
HBV-Infektion durch HBV-spezifische und HBV-naive PBL dauerhaft beeinflusst werden

kann.



3 Ergebnisse 81

Die durch HBV-spezifische und HBV-naive PBL vermittelte antivirale Wirkung ist

reversibel

Da gezeigt werden konnte, dass durch Zugabe von HBV-spezifischen sowie HBV-naiven PBL
eine bereits bestehende Virusinfektion der Hepatozyten beeinflusst werden kann, wurde un-
tersucht, ob es sich dabei um einen reversiblen Effekt handelt. Hierfiir wurden nach 14-tiagiger
Kokultur die PBL entfernt und die HBeAg-Konzentration im Uberstand der infizierten He-

patozyten eine weitere Woche verfolgt.

An einem représentativen Beispiel ist in Abbildung 3.28 der Verlauf der HBeAg-Produktion
wihrend und nach der Kokultur mit HBV-spezifischen bzw. HBV-naiven PBL (’) dargestellt.
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Abb. 3.28: HBeAg-Kinetik nach in vitro HBV-Infektion der priméren huma-
nen Hepatozyten und Kokultur mit HBV-spezifischen und HBV-

naiven PBL (bis Tag 14) und nach Entfernen der PBL (ab Tag
14)

Bis Tag 14 erreichte die HBeAg-Produktion in der Kultur ohne PBL eine Konzentration
von 7,3 S/CO, wihrend in der PHH/HBV-spezifischen-PBL-Kultur 1,0 S/CO und in der
PHH/HBV-naiven-PBL-Kultur 2,1 S/CO gemessen wurden. Nach Entfernen der PBL an
Tag 14 stieg sowohl in der PHH/HBV-spezifischen-PBL-Kultur als auch in der PHH/HBV-
naiven-PBL-Kultur die HBeAg-Konzentration bereits nach 48 Stunden an. Im weiteren Ver-
lauf folgte eine Zunahme der HBeAg-Produktion, die sich an Antigen-Konzentrationen der
Kontrollkultur anniaherte (HBeAg an Tag 23: PHH ohne PBL: 12,2 S/CO; PHH mit HBV-
spezifischen PBL: 7,2 S/CO; PHH mit HBV-naiven PBL: 8,9 S/CO).

Die Messung der HBeAg-Kinetik als Marker fiir die Virusreplikation zeigt somit, dass der
antivirale Effekt von HBV-spezifischen und HBV-naiven PBL auf die in vitro Primérinfektion

der Hepatozyten reversibel ist.
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Zusammenfassung;:

Beeinflussung der Virusreplikation HBV-infizierter primdrer humaner Hepatozyten

durch HBV-spezifische und HBV-naive Immunzellen

e Durch HBV-sperzifische PBL erfolgte eine signifikante Reduktion der HBeAg-Produktion
(78 bis 100 %).

e Die Reduktion der HBeAg-Produktion korrelierte mit der Zahl IFN-v-sezernierender
Zellen der jeweiligen PBL-Spender.

e Der supprimierende Effekt der HBV-spezifischen PBL war reversibel.

Obwohl HBV-naive PBL im FElispot nach Stimulation mit rekombinantem HBsAg (Impfstoff-
Antigen) — im Gegensatz zu HBV-spezifischen PBL — keine Reaktivitit zeigen, vermitteln
sie im Kulturmodell der priméren humanen Hepatozyten eine inhibitorische Wirkung auf die
HBV-Infektion (27 bis 82 %). Auch die inhibitorische Wirkung der HBV-naiven PBL war

reversibel.

Allerdings reduzierten HBV-naive PBL die HBeAg-Produktion signifikant weniger als HBV-
spezifische PBL (Median 58,5 % versus 90,0 %).

Der inhibierende Effekt der HBV-naiven PBL diirfte Ausdruck der angeborenen Immunitét
sein. Die Kokulturversuche wurden mit der Gesamtheit der PBL-Zellpopulation durchge-
fithrt, die auch Komponenten und Zellen der angeborenen Immunitit wie Monozyten, Ma-
krophagen, Dendriten oder Natiirliche Killer-Zellen beinhaltet. Zudem sezernieren die infi-
zierten Hepatozyten neben HBsAg auch HBeAg sowie virale DNA. Anders als im klassischen
Elispot erfolgt daher in diesem Modell eine Stimulation der Immunzellen nicht ausschlieflich
durch HBsAg.

Aufbauend auf diesen grundlegenden Erkenntnissen iiber die antivirale Wirkung HBV-spezifi-
scher und -naiver Immunzellen auf die Hepatitis-B-Virusinfektion wurden weitere Versuchs-
reihen zur ndheren Charakterisierung dieser Effekte mit den humanen Hepatom-Zell-Linien
durchgefiihrt.
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3.3.3 Wirkung HBV-spezifischer und HBV-naiver Immunzellen auf
die Virusreplikation in HBV-infizierten humanen

Hepatom-Zellen

Weitere Untersuchungen der beschriebenen antiviralen Effekte der HBV-spezifischen und
HBV-naiven PBL auf die Hepatitis-B-Virusinfektion wurden an humanen Hepatom-Zell-
Linien durchgefiihrt. Die humanen Zell-Linien Hep(G2.215 und HepG2.4A5 exprimieren kon-
stitutiv HBsAg, HBeAg sowie virale DNA und dienen als Modell einer chronischen HBV-
Infektion. Aus der hohen Proliferationsrate dieser Zell-Linien ergibt sich allerdings die ex-
perimentelle Schwierigkeit, dass die Untersuchung der antiviralen Effekte nur {iber einen kur-
zen Zeitraum (bis zu 48 Stunden) durchgefiihrt werden kann. Aus den Kokultur-Experimenten
mit den priméiren Hepatozyten ist jedoch bekannt, dass der antivirale Effekt der PBL bereits
in der Frithphase einer Infektion die HBeAg-Produktion signifikant beeinflussen kann und
dieser inhibitorische Effekt in Langzeitversuchen dauerhaft anhielt. Des Weiteren war dieser
inhibitorische Effekt auf die HBeAg-Produktion bereits innerhalb von 24 Stunden nach Be-
ginn der Kokultur messbar. Somit sollten sich PBL-vermittelte Effekte auch innerhalb von
Zell-Passagen der Hepatom-Linien dufsern, die — je nach Kulturgrofe — meist nach 48 bis
72 Stunden durchgefiihrt werden.

Wirkung HBV-spezifischer und HBV-naiver Immunzellen auf die virale
Transkription und Translation

Zuniachst sollte geklart werden, in wie weit der durch PBL vermittelte antivirale Effekt
auch die Antigen-Produktion und Virusreplikation in den HBV-infizierten Hepatom-Zellen
beeinflusst. Hierfiir wurden Hep(G2.215-Zellen in 6-well-Platten ausgesit, HBV-spezifische
bzw. HBV-naive PBL in Zellsieben auf die Kulturen transferiert und 48 Stunden kokultiviert.

Abbildung 3.29 zeigt die innerhalb von 48 Stunden produzierte Gesamtkonzentration der
viralen Antigene HBeAg und HBsAg und der DNA sowie der HBV-RNAs in der HepG2.215/
PBL-Kokultur.
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Abb. 3.29: Produktion von HBeAg, HBsAg und viraler DNA (A) in
HepG2.215-Zellen sowie zugehorige HBV-RNA-Konzentrationen
(B) in Kokultur mit HBV-spezifischen und HBV-naiven PBL

Im Gegensatz zur HBeAg-Konzentration (Abb. 3.29; A) der HepG2.215-Kultur ohne PBL
(98 S/CO) wurde durch HBV-spezifische PBL die HBeAg-Produktion auf 55 S/CO und
durch HBV-naive PBL auf 59 S/CO reduziert. Die HBsAg-Konzentration wurde von 52 S/N
in der Kontrollkultur auf 22 S/N (durch HBV-spezifische PBL) bzw. 26 S/N (durch HBV-
naive PBL) vermindert. Die DNA-Synthese in den Kokulturen war im Vergleich zur Kon-
trollkultur (4,1 x 10% Kopien/ml) durch HBV-spezifische PBL auf 2,9 x 10° Kopien/ml und
durch HBV-naive PBL auf 3,3 x 10°® Kopien/ml vermindert.

Auch auf Transkriptionsebene wurde eine inhibitorische Wirkung der PBL festgestellt (Abb.
3.29; B). Ausgehend von 8,6 x 10® C-HBV RNA-Kopien/1,6 x 10° Zellen wurden in der
HepG2.215/HBV-spezifischen-PBL-Kultur 5,3 x 10® C-HBV Kopien und in der HepG2.215/
HBV-naiven-PBL-Kultur 6,5 x 10® C-HBV Kopien quantifiziert. Fiir die S-HBV RNA wur-
den in der Kontrollkultur 2,3 x 10° Kopien gemessen. In Kultur mit HBV-spezifischen PBL
lagen 1,5 x 10° S-HBV Kopien vor und in Kultur mit HBV-naiven PBL wurden 1,7 x 10°
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S-HBV Kopien gemessen.

Analog zu den Ergebnissen der Kokulturversuche mit in vitro infizierten primiren Hepatozy-
ten wurde auch im Modell mit den humanen Hepatom-Zellen ein PBL-vermittelter antiviraler
Effekt erzielt (Tab. 3.6).

Reduktion durch Reduktion durch

HBV-spezifische PBL HBV-naive PBL
HBeAg 44 % 40 %
HBsAg 58 % 50 %
HBV-DNA 30 % 20 %
C-HBV-RNA 38 % 25 %
S-HBV-RNA 35 % 26 %

Tab. 3.6: Reduktion der Antigen-Produktion, der viralen DNA-Synthese
und der viralen Transkription in HepG2.215-Zellen durch HBV-
spezifische und -naive PBL

In Wiederholungsversuchen mit Immunzellen verschiedener Spender zeigte sich, dass der
inhibitorische Effekt der HBV-spezifischen und HBV-naiven PBL auf die Virusreplikation
der Hepatom-Zellen schwiicher ausgeprigt ist als auf die der priméren Hepatozyten. Des
Weiteren war der Unterschied der Antigen-Reduktion durch HBV-spezifische und HBV-naive
PBL geringer als im Modell der priméren Hepatozyten. Dennoch reduzierten HBV-spezifische
PBL die Infektion der HepG2.215-Zellen deutlich stirker als HBV-naive PBL (Abb. 3.30).
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Abb. 3.30: Reduktion der HBeAg-Produktion in HepG2.215-Zellen durch
HBV-spezifische (n=4; Median 60 Prozent) und HBV-naive PBL
(n=4; Median 41 Prozent) verschiedener Spender
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Zusammenfassung;:

Beeinflussung der Virusreplikation HBV-infizierter humaner Hepatom-Zellen durch
HBV-spezifische und HBV-naive Immunzellen

e Durch sowohl HBV-sperzifische als auch HBV-naive PBL erfolgte eine signifikante Re-
duktion der HBeAg-Produktion.

e HBV-spezifische PBL reduzierten die HBeAg-Produktion der Hepatom-Zellen um 45
bis 71 % (Median 60%).

e HBV-naive PBL bewirkten eine Inhibition der HBeAg-Produktion um 38 bis 64 %
(Median 41 %).

e Der PBL-vermittelte antivirale Effekt war auch auf Transkriptionsebene messbar.

Somit konnte gezeigt werden, dass HBV-spezifische PBL — ebenso wie HBV-naive PBL —
inhibitorisch sowohl auf die akute HBV-Infektion der priméren Hepatozyten als auch auf die
chronische Infektion der Hepatom-Zellen wirken. Die infektionssupprimierende Wirkung der
spezifischen PBL, die u. a. auch impfinduzierte HBsAg-spezifische CD4 " T-Zellen beinhalten,

war deutlich starker als die der naiven Immunzellen.
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3.3.4 Charakterisierung der die Virusreplikation hemmenden

Effektorzellen

Die Immunzellen zeigten in Kokulturversuchen antivirale Wirkung und fiihrten zu einer
effektiven Suppression der viralen Aktivitat. Aufgrund des fehlenden Zell-Zell-Kontaktes
zwischen Ziel- (Hepatozyten) und Effektorzellen (PBL) konnten fiir diesen supprimierenden
Effekt nur 16sliche Faktoren (Zytokine) verantwortlich sein. HBV-spezifische Immunzellen
sezernieren nach in vitro Stimulation mit rekombinantem HBsAg (Impfstoff-Antigen) die Ty-
Typl-Zytokine IL-2, IFN-y und TNF-« (s. Abb. 3.22). Die HBV-naiven PBL ungeimpfter
Spender zeigten nach in vitro Stimulation mit rekombinantem HBsAg — wie erwartet — keine
Reaktivitat. Im FElispot wurden jedoch ausschliefslich impfinduzierte, HBsAg-spezifische T-
Zell-Antworten untersucht. Im Gegensatz dazu erfolgte die Stimulation der PBL in den
Kokulturen auch durch andere virale Antigene sowie durch die neu gebildeten infektiGsen

Virionen.

Da sowohl die Kokultur mit PBL HBV-geimpfter als auch HBV-naiver Spender eine Inhi-
bition der viralen Aktivitdt zur Folge hatte, lag die Vermutung nahe, dass die antivirale
Zytokinantwort nicht ausschlieflich HBsAg-vermittelt ist. Es ist denkbar, dass Komponen-
ten bzw. Zellen der angeborenen Immunitét fiir die antivirale Wirkung der HBV-naiven PBL

verantwortlich sind.

Zunachst wurde untersucht, welche Zytokine nach Stimulation der PBL in der Kokultur

durch Zellen HBV-geimpfter bzw. HBV-naiver Spender sezerniert werden.

Zytokinprofil der antiviral wirkenden Effektorzellen

Der quantitative Nachweis Zytokin-sezernierender Zellen erfolgte im Elispot durch Detektion
der Sekretion von IL-4, IL-5, [L-10, IL-2, sowie IFN-y und TNF-«. Hierfiir wurden PBL von
drei HBV-geimpften bzw. HBV-ungeimpften Spendern 24 Stunden mit Hep(G2.215-Zellen
bzw. Hep(G2.4A5-Zellen kokultiviert und die Zytokinproduktion anschlielend im Elispot be-
stimmt. Aus Abbildung 3.31 geht hervor, dass die Kokultur von virusinfizierten Hepatozyten
und PBL sowohl bei HBV-geimpften als auch bei HBV-ungeimpften Spendern die Ausschiit-
tung der Zytokine IL-10, IL-2, IFN-y und TNF-« induziert.
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Abb. 3.31: Zytokinprofil und Zahl der Zytokin-sezernierenden Zellen der
HBV-sperzifischen PBL dreier geimpfter und der HBV-naiven PBL
dreier ungeimpfter Spender nach Kokultivierung mit HepG2.215-
Zellen (A) und HepG2.4A5-Zellen (B)

Neben den Ty-Typl-Zytokinen IFN-y und TNF-q, fiir die in dieser Arbeit eine hemmen-
de Wirkung auf die Antigenexpression und die Virusreplikation HBV-infizierter humaner
Hepatozyten gezeigt wurde (s. Abschnitt 3.2), produzierten die PBL auch IL-10 und IL-2.

Die PBL HBV-geimpfter Spender zeigten nach Kokultur mit virusproduzierenden Hepatozy-
ten das gleiche Zytokinmuster wie nach Stimulation mit rekombinantem HBsAg. Zusitzlich
sezernierten sie IL-10. Obwohl das Impfstoff-Antigen (HBsAg) im klassischen Elispot keine
Reaktivitdt HBV-naiver PBL ausloste, sezernierten diese nach Kokultur mit den viruspro-
duzierenden Zellen IL-10, IL-2, IFN-y und TNF-a.
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Selektive Stimulation der Effektorzellen durch virale Produkte

Mithilfe der unterschiedlichen humanen Hepatom-Zell-Linien konnte im weiteren Verlauf
selektiv untersucht werden, welche viralen Faktoren in diesem Kultursystem fiir die Stimula-
tion der Immunzellen verantwortlich sind und welche Reaktivitit das in vitro synthetisierte
HBsAg bei den Immunzellen auslost. Zur antigenspezifischen Stimulation der Immunzellen
dienten in diesen Versuchsreihen die ausschlieflich HBsAg-exprimierenden Linien HepG3 und
PLK/PRF. Die HBsAg-Produktion der HepG3-Zellen ist mit der der HepG2.215-Zellen ver-
gleichbar, wihrend die HBsAg-Produktion der PLK/PRF-Zellen &hnliche Konzentrationen
liefert wie die der Hep(G2.4A5-Zellen. Zur Klarung der Frage, welche Reaktivitdt der Immun-
zellen das in der Kultur gebildete HBsAg auslost, wurden PBL eines geimpften und eines un-
geimpften Spenders mit HepG3-Zellen im Vergleich zu HepG2.215-Zellen kokultiviert. Eben-
so wurden die PBL dieser Spender mit PLK/PRF-Zellen im Vergleich zu HepG2.4A5-Zellen
kultiviert. Nach 24-stiindiger Kokultivierung mit den Hepatom-Zellen im Trans-well-System
wurden die PBL direkt im FElispot getestet.

Die Abbildung 3.32 zeigt die Zahl der Zytokin-sezernierenden Zellen und das Zytokinmuster
der PBL eines geimpften bzw. eines ungeimpften Spenders nach der Kokultur. Zellen beider
Spender sezernierten nach Stimulation in der Kokultur die Zytokine IL-10, IL-2, IFN-v und
TNF-a. Jedoch gab es deutliche Unterschiede hinsichtlich der Zahl reaktiver Zellen.

Sowohl die PBL des geimpften als auch des ungeimpften Spenders zeigten nach Kokul-
tivierung mit den HepG2.215-Zellen bzw. HepG2.4A5-Zellen eine signifikant stirkere Zy-
tokinsekretion als nach Kokultivierung mit HepG3-Zellen bzw. PLK/PRF-Zellen. Daraus
resultierend wurden durch Stimulation mit HBsAg als einzig viralem Faktor weniger Zellen
zur Zytokinproduktion angeregt als durch Stimulation mit den im Uberstand enthaltenen
16slichen (HBsAg, HBeAg) und partikuléren viralen Produkten.
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Abb. 3.32: Zahl der Zytokin-sezernierenden Zellen HBV-spezifischer PBL ei-
nes geimpften und HBV-naiver PBL eines ungeimpften Spen-
ders nach Kokultivierung mit HepG2.215-Zellen und ausschlieflich
HBsAg-exprimierenden HepG3-Zellen (A) bzw. HepG2.4A5-Zellen
und PLK/PRF-Zellen (B)

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die Stimulation mit der Gesamtheit der viralen Pro-
dukte (HBeAg, HBsAg und Virionen) mehr Zellen zur Zytokinsekretion induzierte als die
Stimulation mit HBsAg. Somit liefert dieses Ergebnis Hinweise, dass die Reaktion der Im-

munzellen in diesem Kulturmodell nicht ausschlieflich durch HBsAg ausgelost wird.

Zudem loste auch das in Kultur gebildete HBsAg eine reaktive Antwort der HBV-naiven
PBL aus, die nach Stimulation mit dem Impfstoff-Antigen (HBsAg) im klassischen FElispot

keine Reaktivitit zeigen.
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Zusammenfassung;:
Kokulturbedingte Induktion der Effektorzellen zur Zytokinsekretion

e Nach Kokultur mit den virusinfizierten Hep(G2.215- und HepG2.4A5-Zellen sezernier-
ten sowohl HBV-spezifische als auch HBV-naive PBL die Ty-Typ1-Zytokine IL-2, IFN-
~v und TNF-«a sowie 1L-10.

e Dieses Zytokinprofil zeigten die Immunzellen auch nach Kokultur mit den ausschlieflich
HBsAg-exprimierenden HepG3- und PLK/PRF-Zellen.

e Die Kokultur mit HBV-exprimierenden Hepatom-Zellen induzierte jedoch deutlich
mehr Zytokin-sezernierende Zellen als die Kokultur mit den ausschlieflich HBsAg-

exprimierenden Hepatom-Zellen.

Eine effektive Zytokinsekretion und Reaktivitdt der Immunzellen erfolgte in diesem Kultur-
modell somit nach Stimulation mit der Gesamtheit der l6slichen viralen Antigene sowie der

Viruspartikel.
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3.3.5 Zusammenfassende Darstellung antiviraler Effekte

HBV-spezifischer und HBV-naiver Immunzellen

Anhand zweier unterschiedlicher humaner Modellsysteme wurden die Effekte der impfin-
duzierten HBsAg-spezifischen CD4 " T-Zellen auf die Hepatitis-B-Virusinfektion untersucht.
Durch verschiedene Kokulturexperimente, bei denen die Hepatozyten und die Immunzellen

durch ein Zellsieb voneinander getrennt waren, wurden folgende Ergebnisse gewonnen:

e Sowohl durch HBV-spezifische als auch durch HBV-naive PBL erfolgte eine signifikante
Reduktion der viralen Transkription, der Antigen-Produktion sowie der DNA-Synthese.

e Allerdings reduzierten HBV-naive PBL die Virusreplikation statistisch signifikant we-
niger als HBV-spezifische PBL.

e Dabei war die Inhibition der Virusreplikation durch die Immunzellen reversibel.

e Sowohl die Primérinfektion der Hepatozyten als auch die Infektion und konstitutive

Virusexpression der Hepatom-Zellen wurde durch die Immunzellen negativ beeinflusst.

e Die Stimulation der HBV-spezifischen und HBV-naiven Immunzellen durch die in Kul-
tur gebildeten viralen Produkte induzierte die Sekretion von IL-10, IL-2, IFN-y und
TNF-a.

e Aufgrund des fehlenden Zell-Zell-Kontaktes zwischen Hepatozyten und Effektorzellen
wurde die Inhibition der Hepatitis-B-Virusinfektion durch die HBV-spezifischen und
HBV-naiven Immunzellen somit hochstwahrscheinlich iiber die Sekretion antiviral wir-

kender Zytokine vermittelt.

Der antivirale Effekt HBV-spezifischer PBL auf die Hepatitis-B-Virusinfektion wurde of-
fenbar in Kombination sowohl der adaptiven Immunantwort durch impfinduzierte HBsAg-
spezifische CD4"T-Zellen als auch durch Komponenten bzw. Zellen der angeborenen Immu-
nitit induziert. Die antivirale Wirkung HBV-naiver PBL auf die Hepatitis-B-Virusinfektion
scheint Ausdruck der angeborenen Immunitit zu sein, die letztlich ebenfalls durch die Ty-
Typl-Zytokine die Inhibition der HBV-Infektion bewirkt haben kdnnte.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der impfinduzierten HBsAg-spezifischen CD4 " T-
Zellen bei der Hepatitis-B-Virus-Infektion untersucht. Die anhand humaner Infektionsmo-
delle gewonnenen Daten zeigen, dass impfinduzierte HBsAg-spezifische CD4"T-Zellen die
Virusreplikation, die Antigen-Produktion und die virale Transkription HBV-infizierter Zel-
len signifikant und reversibel reduzieren. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass auch die
Immunzellen ungeimpfter Spender dhnlich inhibitorisch auf die Virusreplikation, die Antigen-

Produktion und die virale Transkription wirkten.

In der folgenden Diskussion werden zunéchst die verwendeten Kulturmodelle und die HBV-
Infektion der priméren humanen Hepatozyten sowie der Hepatom-Zellen erortert. Im An-
schluss folgt eine Darstellung der Untersuchung der MHC-Expression durch die Hepatozy-
tenkulturen, die als Voraussetzung fiir Interaktionen von CD4 " T-Zellen und virusinfizierten
Hepatozyten zu sehen ist. Dem folgend werden die Versuche und Ergebnisse zur antiviralen
Wirkung der Ty-Typl-Zytokine IFN-y und TNF-a auf die Virusreplikation erdértert. Einlei-
tend zur Diskussion der Interaktionen von CD4"T-Zellen mit virusinfizierten Hepatozyten
werden zunéchst die T-Zellreaktivitiat der PBL-Spender sowie die Etablierung des Kokultur-
modells dargestellt. Abschliefend folgt die Darstellung und Interpretation der verschiedenen
Experimente sowie der gewonnenen Daten zur Untersuchung der Rolle der impfinduzierten
HBsAg-spezifischen CD41T-Zellen bei der Hepatitis-B-Virus-Infektion.
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4.1 Humane Infektionsmodelle fiir das Hepatitis-B-Virus

Primare humane Hepatozyten

Diese Arbeit befasste sich mit der Beeinflussung der Hepatitis-B-Virus-Infektion humaner
Hepatozyten durch impfinduzierte HBsAg-spezifische CD4"T-Zellen. Primére humane He-
patozyten stellen aufgrund der Speziesspezifitit und des Hepatotropismus des HBV ein ad-
aquates Modellsystem zur Untersuchung der HBV-Infektion dar. Denn obwohl z. B. das duck
hepatitis B virus (DHBV) oder das woodchuck hepatitis virus (WHV) wichtige Erkenntnisse
zum Replikationszyklus des HBV lieferten, weisen die tierischen Vertreter der Hepadnaviridae
einige signifikante Unterschiede zum humanpathogenen HBV auf. So berichteten Sprengel et
al., dass das Genom der Avihepadnaviren kein HBx-Protein kodiert, wihrend D et al. grund-
legende Unterschiede in der viralen Transkription zwischen dem WHV und dem humanen
Virus beobachteten (Sprengel et al., 1985; Di et al., 1997).

Die Aussaat der isolierten Hepatozyten erfolgte auf einer Kollagen-I-Matrix, da Kollagen so-
wohl eine gleichméfige Adhérenz als auch die Differenzierung der Zellen férdert. Da primére
Hepatozyten in vitro nicht proliferieren, ist bei Kulturbeginn zudem die Konzentration der
ausgesaten Zellen von entscheidender Bedeutung. Wie von Schulze-Bergkamen et al. gezeigt
wurde, fithrte die Aussaat sowohl einer zu niedrigen als auch zu hohen Hepatozytenkon-
zentration nach der Adhérenz zu einer raschen Ablosung der Zellen. Fiir eine funktionelle
Kultur ist der Zell-Zell-Kontakt der Hepatozyten entscheidend (Schulze-Bergkamen et al.,
2003). Um eine konfluente Kultur zu erhalten, wurden die Hepatozyten in dieser Arbeit in
einer Konzentration von 1,6 x 10° Zellen pro cm? ausgegeben. Die Zellen einer konfluenten
Hepatozytenkultur weisen — mikroskopisch betrachtet — einen hoheren Differenzierungsgrad
sowie eine verminderte Dedifferenzierung im Laufe der Kultur auf. Ebenfalls entscheidend
fiir eine funktionelle Hepatozytenkultivierung und Differenzierung der Zellen ist das Vorhan-
densein nichtparenchymaler Zellen. Wie von Bhatia et al. beschrieben, bewahren isolierte
und kultivierte Hepatozyten in Anwesenheit nichtparenchymatoser Zellen ihre stereotypi-
sche polyklonale Morphologie, strukturstarke Zell-Zell-Grenzen sowie leberspezifische Funk-
tionen fiir bis zu fiinf Wochen (Bhatia et al., 1999). Im Vorfeld dieser Arbeit wurde anhand
durchflusszytometrischer Tests bestimmt, dass in den hier zur Verfiigung stehenden Hepa-
tozytenkulturen ein Anteil an nichtparenchymalen Zellen von bis zu 15 % vorliegt. Damit
iibereinstimmend fanden auch Schulze- Bergkamen et al. in isolierten Hepatozytenpriaparatio-
nen bis zu 15 % nichtparenchymatiose Zellen (Schulze-Bergkamen et al., 2003). Auch wenn
mit zusétzlichen Gradienten-Zentrifugationen ein hoherer Reinheitsgrad der Hepatozyten
von bis zu 99 % erreicht werden kann (Schroeder et al., 1994), entspricht das Vorhandensein
nichtparenchymaler Zellen dem physiologischen Gewebeverband und fordert iiber méglichen

zellularen Austausch auch intrazelluliren Metabolismus.

Nach Bildung eines konfluenten Hepatozytenrasens sind die Kulturbedingungen fiir den Er-

halt der funktionellen und morphologischen Stabilitét der Zellen entscheidend. Neben Wachs-
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tumsfaktoren wie Insulin und Glukagon ist das Agens Dimethylsulfoxid fiir eine Langzeitkul-
tivierung der Hepatozyten von Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Hepatozyten
ab dem zweiten Tag nach Inkulturnahme mit 1 % Dimethylsulfoxid im Medium kultiviert,
da Dimethylsulfoxid neben einer Induktion und Erhaltung der Differenzierung der priméren
Zellen auch die Effizienz einer in vitro Infektion mit Hepatitis-B-Virus fordert (Gripon et
al., 1988).

Die geschilderten Bedingungen erlaubten die Aufrechterhaltung der morphologischen und
funktionellen Integritit der Hepatozyten. In Abhéngigkeit des Spendermaterials konnte da-
her eine erfolgreiche Kultivierung der humanen Hepatozyten fiir die Dauer von bis zu vier

Wochen erreicht werden.

Die in vitro HBV-Infektion primarer humaner Hepatozyten

Die in vitro Infektion der primiren humanen Hepatozyten erfolgt durch Inkubation der Le-
berzellen mit einer von chronischen Hepatitis-B-Virus-Tréigern gewonnenen Serumprobe, in
der eine ausreichend hohe Menge an infektisen Viruspartikeln enthalten ist. Um dabei die
Effizienz der in vitro Infektionen zu steigern, wurde dem viralen Inokulum 5 % Polyethy-
lenglykol zugegeben, das aufgrund seiner fusogenen Eigenschaften sowohl die Adsorption als
auch die Penetration der Viruspartikel erhoht (Gripon et al., 1993). Die Infektionseffizienz
und aktive Virusreplikation wurden mittels etablierter quantitativer Messsysteme fiir die

viralen Proteine HBsAg und HBeAg sowie fiir die virale DNA nachgewiesen.

Eine erfolgreiche in wvitro Infektion der Hepatozyten mit dem Hepatitis-B-Virus ist gekenn-
zeichnet durch eine de novo Synthese und Freisetzung von Virionen und der viralen Antigene
in den Zellkulturiiberstand. Dabei zeigt die Kinetik der Syntheserate der drei viralen Produk-
te einen unterschiedlichen Verlauf. HBeAg ist im Serum in signifikant geringerer Konzentra-
tion enthalten als HBsAg und virale DNA. Daher wird das mit dem Inokulum eingebrachte
HBeAg durch die initialen Waschschritte rascher entfernt als HBsAg oder die Virus-DNA.
Entgegen dem HBeAg, dessen Neuproduktion ungefihr ab dem dritten Tag nach Infektion
der Hepatozyten nachweisbar wird, ist eine Neusynthese der viralen DNA sowie des HBsAg
zeitlich verzogert messbar. Wie u. a. auch von Rijntjes et al. beschrieben, lassen sich die
virale DNA und HBsAg, das im viralen Inokulum zusétzlich in Form der subviralen Partikel
im Uberschuss vorliegt, trotz mehrfacher intensiver Waschschritte nach Abnahme des Inoku-
lums nicht vollstindig entfernen (Rijntjes et al., 1988). Es ist denkbar, dass ein Teil der im
Inokulum enthaltenen Virionen und Hiillproteine an die Wénde der Kulturschale adsorbiert
oder — jedoch ohne zu penetrieren — auch an die Hepatozyten, um sich anschliefsend nach
und nach zu 16sen und dadurch tiglich mit dem Uberstand abgenommen zu werden. Wie
in der Literatur beschrieben, treten Maximalkonzentrationen der viralen Antigene ungefiahr
ab dem neunten Tag nach Infektion auf, wonach sich eine gleich bleibende Syntheserate der
viralen Produkte einstellt (Galle et al., 1994). In der vorliegenden Arbeit wird die HBeAg-
Produktion als Marker fiir die Virusreplikation verwendet. HBeAg wird als frithes Antigen
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gebildet und erlaubt somit, eine Beeinflussung der Infektion iiber einen lingeren Zeitraum

zu verfolgen.

Neben der Untersuchung der Hepatitis-B-Virusinfektion auf Proteinebene sollte in dieser
Arbeit der Infektionsverlauf auch auf Transkriptionsebene verfolgt werden. Um die Synthese
HBV-spezifischer RNAs zu analysieren, wurden real-time PCR-Systeme fiir den Nachweis der
3,5-kb RNA sowie der 2,4-kb RNA etabliert. Die Synthese der 3,5-kb langen prigenomischen
RNA ist ein entscheidendes Ereignis wihrend des viralen Replikationszyklus, da dieses RNA-
Transkript fiir die virale Polymerase und das Kapsidprotein sowie fiir das HBeAg kodiert. Die
2,4-kb RNA dient als Matrize fiir die Translation der grofen Hiillproteine, die Bestandteil von
Virionen und subviralen Partikeln sind (Moolla et al., 2002). Anhand erstellter Eichreihen
wurden die innerhalb von 24 Stunden im Verlauf der Infektion gebildeten Transkripte der
3,5-kb RNA sowie der 2,4-kb RNA quantitativ bestimmt. Reproduzierbar wurde bereits
24 Stunden nach Infektionsbeginn die Synthese sowohl der 3,5-kb RNA als auch der 2,4-kb
RNA nachgewiesen. Gripon et al. hingegen konnten mittels Northern-Blot unmittelbar nach
der Infektion zunéchst eine nur geringe RNA-Synthese mit alleinigem Nachweis der 2,4-kb
RNA detektieren, gefolgt von einem starken Anstieg der Synthese der 2,4-kb und der 3,5-kb
RNA bis Tag 5 nach Infektion (Gripon et al., 1988). In allen hier durchgefiihrten Messungen
wurde fiir die 2,4-kb S-HBV RNA eine deutlich hohere Konzentration verzeichnet als fiir
die C-HBV RNA. Theoretisch erklarbar wére die Dominanz der 2,4-kb RNA aufgrund der
—in vivo — im Uberschuss gebildeten Hiillproteine. Die virale Transkription konnte in der
vorliegenden Arbeit 48 Stunden vor einem Anstieg der HBeAg-Produktion nachgewiesen
werden. Somit erlaubt der sensitive und quantitative Nachweis der viralen RNA-Synthese

einen Einblick in die Initiations- und Frithphase der Infektion.

In Versuchen zur Standardisierung der in vitro Infektion fiir diese Arbeit wurde ein definier-
ter Zeitrahmen fiir den Beginn der Infektion festgelegt. Obwohl je nach Ausgangsmaterial die
Vitalitdt und morphologische Differenzierung humaner Hepatozyten variiert, wurde u. a. von
Muyazaki et al. festgestellt, dass erst ab dem dritten Tag nach der Isolierung der Zellen eine
aktive Synthese und Sekretion leberspezifischer Proteine (wie Albumin) erfolgt (Miyazaki
et al., 1981). Nach Katsura et al. steigt die Albuminsynthese bis etwa zum vierzehnten Tag
nach der Isolierung an und nimmt in der Folge wieder stark ab (Katsura et al., 2002). Da in
den Infektionsversuchen ein mindestens 14-tdgiger Verlauf untersucht werden sollte, war ein
frither Start der Infektionsexperimente — vor Einsetzen der zelluliren Dedifferenzierungspro-
zesse — notwendig. Anders als von Rijntjes et al. beschrieben, fiihrten in der vorliegenden
Arbeit in vitro Infektionen an verschiedenen Zeitpunkten nach der Aussaat der Hepatozy-
ten zu unterschiedlichem Erfolg der jeweiligen Infektion (Rijntjes et al., 1988). Die hochste
Infektionseffizienz lief sich mit beginnender Infektion an Tag sechs nach Inkulturnahme der
Zellen erreichen, wiahrend ein zu frith gewéhlter Zeitpunkt in einer deutlich schwécheren
HBeAg-Produktion resultierte. Somit scheint unter den gewihlten Infektionsbedingungen
eine erfolgreiche in vitro Infektion der humanen Hepatozyten nur nach Differenzierung der

Zellen und Aufnahme der leberspezifischen Funktionen mdoglich zu sein.
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In Versuchsreihen mit humanem Zellmaterial, das natiirlicherweise vielen Schwankungen un-
terworfen ist, kann die biologische Variabilitit die Ergebnisse beeinflussen. Jedoch sollte die
Durchfiihrung von Experimenten innerhalb einer Zellpriparation vergleichbare Ergebnisse
liefern. Die Uberpriifung der intraexperimentellen Variabilitit der Virusreplikation und der
Antigen-Synthese mehrerer Parallelansétze zeigte, dass sowohl die virale DNA, als auch die
viralen Proteine HBsAg und HBeAg im Verlauf der Infektion anndhernd identische Konzen-
trationen aufwiesen. Diese Versuchsreihen bestétigen, dass innerhalb einer Zellpriaparation
Infektionsversuche mit unterschiedlichen Fragestellungen durchgefiihrt werden kénnen. Da
im Rahmen dieser Arbeit wechselnde Hepatozytenpriparationen verschiedener Spender zur
Verfiigung standen, konnte auch die interexperimentelle Reproduzierbarkeit untersucht wer-
den. Deren Analyse bestétigte die Beobachtungen von Gripon et al., die in Infektionsexpe-
rimenten mit Hepatozyten von 39 verschiedenen Zellspendern deutliche Unterschiede in der
Infektionseffizienz fanden (Gripon et al., 1988). In der vorliegenden Arbeit konnte am Beispiel
von 18 Hepatozytenpriaparationen verschiedener Leberzellspender gezeigt werden, dass trotz
identischer Versuchsbedingungen die in vitro Infektion — mit derselben HBV-haltigen Serum-
probe sowie identischer Konzentration an viraler DNA — zu extremen Unterschieden in der
HBeAg-Produktion fiihrte. Diese unterschiedliche Infektitsitit der Viruspartikel derselben
Serumprobe, die von einer sehr starken HBeAg-Produktion bis hin zu keiner nachweisbaren
HBeAg-Produktion fiihrte, kann verschiedene Ursachen haben. Generell bestimmen sowohl
virale Determinanten als auch die Kulturbedingungen und wirtsspezifische Faktoren die In-
fektion. Das infektitse Serum enthélt neben den viralen Antigenen und Virionen noch eine
Vielzahl weiterer Faktoren, die theoretisch mit Plasmamembrankomponenten der Hepato-
zyten einiger Spender interagieren und so die Anlagerung der Viruspartikel storen kénnten
(Gripon et al., 1988). Daneben liegen in HBV-haltigem Serum hohe Konzentrationen der
subviralen Partikel vor, die ebenfalls um die Rezeptorbindestellen fiir die Viruspartikel kon-
kurrieren (Kock et al., 2001). Trotz Verwendung von Polyethylenglykol, das erwiesenermafien
die Adsorption und Penetration des Virus fordert, scheint die Viruspenetration in die Ziel-
zellen unterschiedlich effektiv zu sein. Auf Seite des Wirts scheint die Empfénglichkeit der
Hepatozyten verschiedener Individuen fiir die in vitro HBV-Infektion unterschiedlich zu sein.
Dies kann genetisch bedingt sein und in Assoziation mit den Polymorphismen der Haupthi-
stokompatibilitidtskomplexe stehen, die in vivo den Verlauf einer HBV-Infektion entschei-
dend beeinflussen (Thursz, 2001). Bekanntlich ist jedoch die Qualitit humanen Materials
Schwankungen unterworfen. Die Variabilitdt bedingt sich durch Alter, Geschlecht und ge-
netische Unterschiede der Leberzellspender, Grunderkrankung und Vortherapie sowie préa-
und intraoperative Schiadigung der Leberzellen. Auch die Vitalitit sowie die morphologi-
sche und funktionelle Differenzierung der Zellen kénnen die Infektion nachteilig beeinflussen.
Nach Mitry et al. stehen Zellausbeute, Vitalitidt sowie Qualitéit der isolierten Zellen in Ab-
héngigkeit der Zellschddigungen, die wihrend dem Isolationsprozess eintreten kénnen. Die
Zellschadigungen sind bedingt durch die Dauer der Ischdmie, Zusammensetzung der Per-

fusionsreagenzien sowie durch die Kollagenasebehandlung zum Gewebeverdau (Mitry et al.,
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2002). Auch morphologisch nicht erkennbare Effekte des Isolationsprozesses konnten nachtei-
lige Wirkungen auf die intrazellulire, funktionelle Aktivitéit der Hepatozyten haben (Elaut et
al., 2006). Zudem wire auch eine Schiadigung der hepatozelluldren Oberflichenproteine bzw.
unzureichende Regeneration der zelluldren Bindestellen fiir die Viruspartikel nach dem Isola-
tionsprozess moglich. Der Vergleich der Infektionsergebnisse von Hepatozytenpriparationen
unterschiedlicher Spender erfolgte anhand der jeweils maximal gemessenen Konzentration
der HBeAg-Produktion.

Die Charakterisierung der Hepatitis-B-Virusreplikation zeigt, dass das humane in vitro In-
fektionsmodell unter Wahl entsprechender und optimierter Versuchsbedingungen fiir eine zu-
verldssige und reproduzierbare Untersuchung der HBV-Infektion geeignet ist. Dieses Modell-
system erlaubt entsprechend der Speziesspezifitit des Hepatitis-B-Virus und der Verwendung
nativer Virionen fiir die in vitro Infektion Untersuchungen nahe den in vivo Verhiltnissen

von Virus und Wirt.

Die Virusreplikation HBV-infizierter humaner Hepatom-Zellen

Neben der Primérinfektion humaner Hepatozyten diente in der vorliegenden Arbeit auch
die Infektion humaner Hepatom-Zell-Linien als Modell zur Untersuchung der Rolle impfin-
duzierter HBsAg-spezifischer CD4"T-Zellen bei der HBV-Infektion. Verschiedene konstitu-
tiv virusexprimierende Zell-Linien wurden durch Transfektion von Hepatitis-B-Virus-DNA
in humane Hepatozyten entwickelt. In dieser Arbeit wurde die von Sells et al. etablierte
und konstitutiv virusexprimierende Linie Hep(G2.215 sowie die von Weiss et al. etablierte
Hepatom-Linie HepG2.4A5 verwendet (Sells et al., 1987; Weiss et al., 1996).

Die Analyse der viralen Aktivitit der HBV-infizierten Hepatozyten erfolgte anhand der im
Rahmen dieser Arbeit etablierten RNA-Nachweissysteme sowie der Messung der Antigene
und der viralen DNA. Die Bestimmung der 3,5-kb sowie der 2,4-kb viralen RNA zeigte hohe
Konzentrationen der beiden RNA-Spezies. Wie in den in vitro infizierten priméren humanen
Hepatozyten wurde im Vergleich zur C-HBV RNA die 2,4-kb S-HBV RNA in deutlich héherer
Konzentration gebildet. Sowohl die Hep(G2.215-Zellen als auch die HepG2.4A5-Zellen produ-
zieren neben viraler DNA auch HBsAg und HBeAg. Dabei zeigte sich, dass in Hep(G2.215-
Zellen die HBeAg-Produktion die HBsAg-Produktion iibersteigen kann. Diese Beobachtung
steht in Ubereinstimmung mit der Literatur (Sells et al., 1988; Liu et al., 2004) und nach Gle-
be et al. scheinen fiir diese variable Effizienz der Antigen-Produktion die Kulturbedingungen
entscheidend zu sein (Glebe et al., 2001). Generell ist die Syntheserate der viralen Proteine
sowie der DNA der HepG2.4A5-Zellen um ein Vielfaches geringer als bei HepG2.215-Zellen.
Dies beruht nach Weiss et al. auf der Tatsache, dass in Hep(G2.4A5-Zellen das virale Genom
in einzelner Ausfithrung sowie unter Kontrolle eines HBV-eigenen Promotors vorliegt, wéih-
rend HepG2.215-Zellen ein dimeres HBV-Genom unter Kontrolle heterologer Promotoren
besitzen (Weiss et al., 1996).
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Der Vergleich der Infektion und der Virusreplikation der HepG2.215-Zellen mit der in wvi-
tro Infektion der primiren Hepatozyten zeigt, dass die virale Transkription, die Antigen-
Expression und die DNA-Synthese in beiden Infektionsmodellen dhnliche Konzentrationen
der viralen Produkte liefert. Nach in vitro Infektion primarer Hepatozyten sind jedoch nur
ca. 10 % der Zellen infiziert (Tausch, 2005). Im Gegensatz dazu sollte in der Hepatom-
Kultur jede Zelle mit dem Virus infiziert sein. Aufgrund dieser Tatsache wiirde man in den
Hepatom-Zellen eine hohere virale Aktivitéit als in in wvitro infizierten priméren Hepatozy-
ten erwarten. Die priméren Hepatozyten stammen von gesundem Lebergewebe und sind als
naive Zellen anzusehen, wihrend die Hepatom-Zellen aus einer Tumor-Linie entwickelt wur-
den. Tumorbedingte Veranderungen des Zellstoffwechsels und eine starke Dedifferenzierung
der Hepatom-Zellen konnten sich nachteilig auf die virale Aktivitit auswirken. So sind diese

Zellen z. B. mit nativem Virus nicht mehr infizierbar (Sells et al., 1988).

Inwieweit die von heterologen Promotoren regulierte Virusreplikation der Hep(G2.215-Zellen
reprasentativ fiir den viralen Lebenszyklus bei einer natiirlichen in vivo Infektion ist, wird
in der Literatur kontrovers diskutiert (Sells et al., 1988; Weiss et al., 1996). Dennoch wird
die Zell-Linie HepG2.215 neben der Hep(G2.4A5-Linie zur Untersuchung von z. B. antiviral-
wirkenden Substanzen verwendet. In der vorliegenden Arbeit dienten beide Hepatom-Linien
aufgrund ihrer konstitutiven Virusexpression als Modellsystem zur Untersuchung der Virus-

replikation einer chronischen Infektion.

Expression der Haupthistokompatibilitatskomplexe durch primare

Hepatozytenkulturen

In der vorliegenden Arbeit sollten die Effekte HBsAg-spezifischer CD4"T-Zellen auf die
HBV-Infektion humaner Hepatozyten untersucht werden. Voraussetzung einer funktionel-
len Interaktion der CD4"T-Zellen mit infizierten Hepatozyten ist jedoch die Aktivierung
der T-Lymphozyten iiber Antigenprasentation. Franco et al. zeigten an einem murinen
in vitro Modell, dass hepatische nichtparenchymatose Zellen fiir die Antigenprisentation
HBV-spezifischer Ty 1-Lymphozyten verantwortlich sind (Franco et al., 1997). Weitere Da-
ten fiithrten jedoch zu der Hypothese, dass Hepatozyten selbst als spezialisierte Antigen-
prisentierende Zellen fungieren und in der Folge CD8- bzw. CD4 " T-Zellen aktivieren kon-
nen (Herkel et al., 2003). Zudem wurden in mehreren Untersuchungen infiltrierende CD4*T-
Lymphozyten in der Leber nachgewiesen (Bertoletti et al., 1997; Walewska-Zielecka et al.,
2008).

Um festzustellen, ob in primiren Hepatozytenkulturen eine Antigenprisentation fiir CD4"-
und CD8" T-Lymphozyten erfolgen kann, sollte in der vorliegenden Arbeit die MHC-Expres-
sion untersucht werden. Hierfiir wurden real-time RT-PCR-Systeme fiir den Nachweis von
HLA-DRa, CD40 und CIITA sowie HLA-A, HLA-B, HLA-C und £,M erstellt. Die Uberprii-
fung der MHC-Expression durch die priméiren Hepatozyten zeigte, dass MHC-Klasse-I und

MHC-Klasse-IT sowohl in nicht infizierten als auch in HBV-infizierten Kulturen exprimiert
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werden. Dies bestétigt Daten aus der Literatur, wonach eine MHC-Expression in adulten und
fotalen Hepatozyten nachgewiesen wurde (Lobo-Yeo et al., 1990; Chiu et al., 1997; Chen
et al., 2005a). Jedoch war in der vorliegenden Arbeit davon auszugehen, dass die MHC-
Expression primér durch die in der Kultur vorhandenen nichtparenchymalen Zellen erfolgte.
Nach Daar et al. wird MHC-Klasse-I in Lebergewebe durch Gallengangsepithelzellen, vas-
kuldre Endothelzellen und die sinusoidalen Endothelzellen sowie Kupffer-Zellen exprimiert
(Daar et al., 1984a). MHC-Klasse-II hingegen wird in der Leber primér durch Kupffer-Zellen
exprimiert (Daar et al., 1984b). Tatsichlich ergaben durchflusszytometrische Tests einen
Anteil von bis zu 15 % nichtparenchymaler Zellen in den priméren Hepatozytenkulturen.
Analysen zeigten, dass sich darunter 1 bis 3 % Kupffer-Zellen und 2 bis 12 % lebersinusoida-
le Endothelzellen befinden (Schulze-Bergkamen et al., 2003). Konsens herrscht jedoch iiber
die MHC-Expression durch HBV-infizierte Hepatozyten. Von verschiedenen Arbeitsgruppen
wurden HLA-Klasse-I- sowie -Klasse-II-Molekiile auf der Oberfliche von Hepatozyten chro-
nischer Virustriger detektiert (Barbatis et al., 1981; van den Oord et al., 1986; Franco et al.,
1988; Chiu et al., 1997). Allerdings fiihrte die in vitro Infektion der priméren Hepatozyten
mit dem Hepatitis-B-Virus — anders als zum Teil in der Literatur beschrieben — in den Zell-
kulturen zu keiner Anderung der MHC-Expression. Andere Arbeiten hingegen beobachteten
eine durch HBV signifikant reduzierte MHC-Klasse-I-Expression bei Hep(G2.215-Zellen und
primdren Hepatozyten eines HBV-transgenen Mausmodells (Chen et al., 2006). Dass die
in vitro Infektion der primiren humanen Hepatozyten keine signifikanten Anderungen der
MHC-Expression zur Folge hatte, konnte dadurch bedingt sein, dass nur ca. 10 % der Zellen

in diesem Modell tatsachlich infiziert sind.

Die Expression von HLA-Klasse-I und HLA-Klasse-IT in den Hepatozytenkulturen zeigt,
dass eine HLA-restringierte Antigenpriasentation durch in wvitro infizierte priméire Hepa-
tozyten erfolgen kann. Zudem konnte in den primiren humanen Hepatozytenkulturen ei-
ne IFN-v-induzierte Erh6hung der Expression von CIITA und HLA-DRa bewirkt werden.
Die Steigerung der HLA-Klasse-II scheint dabei in Abhéngigkeit der einwirkenden IFN-~-
Konzentration zu stehen. Promotorstudien zeigten, dass die Expression von CIITA durch
IFN-v kontrolliert und reguliert wird. Zudem ist ein funktionelles CIITA-Gen fiir die In-
duktion der Klasse-II-Expression notwendig (Steimle et al., 1994). Dies ist bedeutend, wenn
man bedenkt, dass impfinduzierte HBsAg-spezifische CD4"T-Zellen in vivo und in wvitro
nach Antigen-Erkennung mit Sekretion der Ty-Typl-Zytokine reagieren (Bocher et al., 1999;
Bauer et al., 2002; Ren et al., 2003). Wie z. B. von Franco et al. gezeigt, induziert in vitro
produziertes IFN-~v tatsdchlich die Expression von sowohl HLA-Klasse-I- als auch -Klasse-
IT-Molekiilen (Franco et al., 1988). Das sezernierte IFN-vy kann somit iiber die Erh6hung von
HLA-Klasse-IT zu gesteigerter Antigenprisentation fiihren, was wiederum in effektiver und

optimierter Aktivierung der CD4" T-Zellen und antiviraler Abwehr resultieren kann.
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4.2 Einfluss der Ty-Typl-Zytokine auf die Kultur und

Virusreplikation der Hepatozyten

Die zelluldre Immunitit nach der HBV-Impfung wird durch Ty-Typl-Zellen vermittelt, die
die Zytokine IFN-v, IL-2 und TNF-« sezernieren (Bauer et al., 2002). In verschiedenen in
vitro Modellsystemen wurde die Wirkung von Zytokinen auf die HBV-Infektion untersucht.
Es wurden antivirale Effekte von IFN-+, TNF-a und IL-2 in HBV-transgenen M&usen und
im DHBYV-System beschrieben (Gilles et al., 1992; Guilhot et al., 1993; Lavine und Ga-
nem, 1993; Schultz und Chisari, 1999). Nach Wieland et al. aktiviert IFN-y — ebenso wie
die Typ-I-Interferone IFN-«/3 — hepatozellulire Mechanismen, die die Formation und Rei-
fung replikationskompetenter Viruskapside verhindern und letztlich die virale Replikation
inhibieren (Wieland et al., 2005). TNF-« inhibiert die virale Replikation ebenfalls iiber De-
stabilisierung viraler Nukleokapside, wobei die antivirale Wirkung von der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB abhéingig ist (Biermer et al., 2003).

Um im humanen System einen direkten Effekt der Ty-Typl-Zytokine auf die Virusreplika-
tion zu untersuchen, wurden HBV-infizierte Hepatozyten mit rekombinantem TNF-a und
IFN-v kultiviert. TNF-a und IFN-v bewirkten innerhalb von 24 Stunden nach erstmaliger
Zugabe eine deutliche und nachhaltige Verminderung der viralen Genexpression sowie eine
Reduktion der viralen DNA und der Proteine. Durch IFN-y und TNF-a wurde sowohl die
Virusreplikation der in wvitro infizierten primaren Hepatozyten als auch die Virusreplikation
der HBV-infizierten Hepatom-Zellen negativ beeinflusst. Der infektionsinhibierende Effekt
der Zytokine duferte sich in der Reduktion der Antigene HBeAg und HBsAg sowie der
viralen DNA-Synthese. Dabei zeigte sich eine konzentrationsabhingige Wirkung der Zyto-
kine. Mit steigender Zytokinkonzentration erhohte sich die Reduktion der Virusreplikation.
Ahnlich zu diesen Ergebnissen beschreiben Parvez et al. fiir das Modell der transfizierten
HepG2-Zellen eine signifikante Reduktion der HBsAg-Produktion nach IFN-y-Behandlung.
Fiir die Reduktion der viralen DNA-Synthese wurde jedoch eine hohere IFN-v-Konzentration
benédtigt (Parvez et al., 2006). Suri et al. zeigten anhand von 15 Hepatozytenpriaparationen
HBV-infizierter Spender mit unterschiedlicher Viruslast, dass rekombinantes I[FN-v die Re-
plikation der viralen DNA reduzierte. Jedoch konnte in den Hepatozytenkulturen mit der
hochsten Viruslast kein Effekt auf die Virusreplikation festgestellt werden (Suri et al., 2001).
Im DHBV-Modell wurde neben der Konzentrationsabhéngigkeit auch eine zeitliche Abhén-
gigkeit fiir die Effizienz der IFN-v-vermittelten Inhibition der Infektion beschrieben. Eine
maximale Reduktion der viralen DNA wurde erreicht, wenn IFN-v bereits vor der oder
parallel zur Infektion zum Kulturmedium gegeben wurde (Schultz und Chisari, 1999). In
der vorliegenden Arbeit bewirkten TNF-a und IFN-v eine deutlich stirkere Reduktion der
HBeAg-Produktion bei der Primérinfektion der Hepatozyten als in den infizierten Hepatom-
Zellen. Zu den priméren Hepatozyten wurden die Zytokine bereits zu Beginn der Infektion
zugegeben, wihrend in den Hepatom-Zellen eine konstitutive Virusexpression vorliegt. Die

TNF-a- und IFN-v-vermittelte Reduktion der viralen Transkription war in den priméren
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Hepatozyten bereits 24 Stunden nach erstmaliger Zytokingabe messbar. Ahnlich diesem Er-
gebnis detektierten Suri et al. bereits 18 Stunden nach Zytokingabe eine IFN-vy-vermittelte
Reduktion der viralen RNA in infizierten priméren humanen Hepatozyten (Suri et al., 2001).
Auch im Modell der HBV-transgenen Mause erfolgte bereits 16 Stunden nach Injektion von
rekombinantem murinem TNF-« eine signifikante Reduktion der viralen RNA (Gilles et al.,
1992). In der vorliegenden Arbeit wurden die Einzeleffekte von TNF-o und IFN-vy auf die
HBV-Infektion untersucht. Ein synergistischer Effekt beider Zytokine konnte jedoch zu ei-
ner stiarkeren Reduktion der Transkription und der Virusreplikation fithren. Pasquetto et al.
bestéitigen einen synergistischen Effekt der Zytokine TNF-a und IFN-+ und beschreiben an-
hand einer immortalisierten Maus-Linie, dass, obwohl die Synthese der viralen DNA effizient
durch IFN-v inhibiert wird, eine effektive Hemmung der Transkription nur in Kombination
der beiden Zytokine erreicht wurde (Pasquetto et al., 2002).

Zusammenfassend fiihrten die Experimente zur antiviralen Wirkung von TNF-a und IFN-
~ auf die HBV-Infektion humaner Hepatozyten zu Ergebnissen, die mit — anhand anderer

Modellsysteme gewonnenen — Daten aus der Literatur iibereinstimmen.
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4.3 Effekte HBV-spezifischer und HBV-naiver
Immunzellen auf die Virusreplikation

HBV-infizierter humaner Hepatozyten

Bereits frithe Arbeiten mit Untersuchungen an HBV-infizierten Patienten und verschiede-
nen Modellsystemen zeigten, dass HBsAg-spezifische CD4 " T-Lymphozyten HBV-spezifische
Hiillproteine erkennen und an der Elimination virusinfizierter Zellen beteiligt sind (Ferrari
et al., 1990; Penna et al., 1992). Nach Transfer HBsAg-spezifischer CD4 " T-Lymphozyten
in HBV-transgene Miuse sezernierten die Lymphozyten nach Antigenerkennung die Ty1-
Zytokine IFN-v und TNF-«, die letztlich die Suppression der viralen Replikation vermittel-
ten (Franco et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte untersucht, die impfinduzierte HBV-spezifische
Immunzellen auf die Hepatitis-B-Virusreplikation humaner Hepatozyten ausiiben. Daher
wurde zunédchst die Immunantwort charakterisiert, die spezifische Immunzellen nach in vi-
tro Stimulation mit rekombinantem HBsAg zeigen. Wie von Bauer et al. beschrieben, wurde
dafiir die HBsAg-spezifische T-Zellantwort peripherer Blut-Lymphozyten (PBL) ez vivo mit-
tels Elispot bestimmt (Bauer et al., 2002; Bauer und Jilg, 2006). Bei allen hier iiberpriiften
Spendern, die eine aktive HBV-Immunisierung erhielten, konnte eine Reaktivitit gegen das
Impfstoff-Antigen (rekombinantes HBsAg) gemessen werden. Die PBL sezernierten IFN-+,
IL-2 und TNF-a. Aufgrund des Zytokinprofils — Sekretion von IFN-v, IL-2 und TNF-a —
wurde die zellulire Immunantwort der geimpften Spender als Ty-Typl-Antwort charakteri-
siert. Bei den iiberpriiften Spendern konnten z. T. unterschiedliche Frequenzen der Ty-Typl-
Zytokine detektiert werden. Der Literatur zufolge steht die Zahl der Zytokin-sezernierenden
Zellen jedoch meist nicht in Korrelation zum impfinduzierten Antikorper-Titer (Vingerhoets
et al., 1994; Bocher et al., 1999). Bei den HBV-naiven PBL der ungeimpften Kontrollproban-
den war keine Reaktivitit auf das Impfstoff-Antigen zu verzeichnen. Verschiedene weitere
Arbeitsgruppen konnten in dhnlichen Untersuchungen ebenso keinerlei Reaktivitit HBV-
naiver Immunzellen feststellen (Vingerhoets et al., 1994; Larsen et al., 2000). Demgegeniiber
steht eine aktuelle Studie, in der mittels Elispot bei zehn von insgesamt zwolf ungeimpf-
ten PBL-Spendern nach Stimulation mit rekombinantem HBsAg die Sekretion von IFN-v
detektiert wurde (Weihrauch et al., 2008). Nach Weihrauch et al. kénnte dafiir eine Kreuz-
reaktivitidt verantwortlich sein, bei der Antigen-prisentierende Zellen Proteine prisentieren,
die Teilen des HBsAg strukturell dhnlich sind.

Die Untersuchungen der Effekte impfinduzierter HBsAg-spezifischer Immunzellen auf die
HBV-Infektion humaner Hepatozyten wurden mit Effektor- und Zielzellen unterschiedlicher
HLA-Restriktion durchgefiihrt. In Kulturen HLA-unterschiedlicher Lymphozyten mit direk-
tem Zell-Zell-Kontakt zu Hepatozyten traten alloreaktive, zytotoxische Effekte auf. Aufgrund
der Alloreaktivitit der HLA-inkompatiblen Zellen wurde ein Kulturmodell entwickelt, das

durch Trennung der beiden Zellpopulationen zytotoxische Effekte verhindert. Die Trennung
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erfolgte durch ein Zellsieb, das auf die Hepatozytenkultur aufgesetzt wurde. Der Einsatz
des Zellsiebes machte es jedoch notig, das Volumen des Mediums in der Kultur zu ver-
dreifachen. Es wiire denkbar gewesen, dass sich das erhhte Volumen iiber Anderung des
Sauerstoffpartialdrucks auf die Infektion der Zellen auswirkt. Aufgrund der Ergebnisse aus
den Untersuchungen konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass der Einsatz des Zellsiebes
und die Erh6éhung des Kulturvolumens die Kinetik und Dynamik der HBV-Infektion der
priméren Hepatozyten nachteilig beeinflussten. Um trotz der Trennung der beiden Zellpo-
pulationen Interaktionen iiber einen Austausch von loslichen Faktoren zwischen den Zellen
zu ermoglichen, sollte die Membran der Zellsiebe fiir sezernierte Produkte der infizierten
Hepatozyten sowie der Immunzellen permeabel sein. Die Versuche zur Uberpriifung der Per-
meabilitit bestédtigten, dass die in vitro synthetisierten viralen Produkte HBsAg, HBeAg und
die virale DNA die Membran passieren. Aufgrund der Diffusion der viralen Produkte durch
die Siebmembran konnte davon ausgegangen werden, dass Antigen-prisentierende Zellen
der PBL-Suspension die viralen Produkte aufnehmen, prozessieren und den T-Lymphozyten
prasentieren. Die Aktivierung der T-Lymphozyten sollte die Sekretion antiviral wirkender
Zytokine induzieren, die ebenfalls durch die Siebmembran diffundieren und so Einfluss auf

die HBV-Infektion der Hepatozyten ausiiben kénnen.

In dieser Arbeit wurde der Verlauf der HBV-Infektion humaner Hepatozyten untersucht,
die mit humanen Immunzellen (PBL) kokultiviert wurden. Die Ergebnisse aus diesen Versu-
chen zeigen erstmals die Effekte in vivo impfinduzierter HBV-spezifischer PBL auf infizierte
humane Hepatozyten. Die PBL beinhalten dabei die impfinduzierten HBsAg-spezifischen
CD4"T-Zellen. Daher ist anzunehmen, dass reaktive Antworten auf die Stimulation mit vi-
ralen Produkten ursichlich CD4 " T-Zell-vermittelt sind. Aufgrund der Trennung der Immun-
zellen von den Hepatozyten durch ein Zellsieb wurden die beobachteten Effekte ausschliefslich

durch 16sliche Faktoren vermittelt.

Die gewonnenen Daten aus den Kokulturexperimenten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
durch HBV-spezifische PBL die Antigen-Produktion in infizierten primaren humanen He-
patozyten sowie den konstitutiv HBV-exprimierenden Hepatom-Zellen signifikant und z. T.
vollstandig reduziert wurde. Auch die Synthese der viralen DNA und die virale Transkrip-
tion wurden von den PBL negativ beeinflusst. Die unterschiedliche, im FElispot gemessene
T-Zell-Reaktivitit einzelner PBL-Spender dufserte sich in den Versuchen in unterschiedlich
starker Inhibition der Antigen-Produktion (78 % bis 100 %). Dabei war eine enge Korrelation
zwischen der Reduktion der Antigen-Produktion mit der Zahl IFN-~-sezernierender Zellen

zu beobachten.

Den Zusammenhang zwischen der [FN-y-Produktion und der Reduktion der Virusreplikation
beobachteten auch Sur:i et al. in Kokulturen virusinfizierter Hepatozyten mit PBL chroni-
scher Virustrager (Suri et al., 2001). Eine weitere Arbeit berichtet von der Verminderung
der viralen Replikation HBV-infizierter Patienten, die ebenfalls in Zusammenhang mit ei-
ner zunehmenden IFN-v-Produktion durch HBsAg-spezifische CD4*T-Lymphozyten steht
(Ren et al., 2003). Auch fiir das Woodchuck-Hepatitis-Modell wurde die Korrelation der
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antiviralen Wirkung und der Konzentration von IFN-v beschrieben. Nach Guo et al. sind
die IFN-y-Konzentrationen in der Leber bei effektiver viraler Elimination signifikant hoher
als in chronisch infizierten Tieren (Guo et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit bewirk-
ten HBV-spezifische PBL in Kokultur mit den HBV-infizierten humanen Hepatozyten eine
eindeutige Inhibition der viralen Antigen-Produktion, der DNA-Replikation und der RNA-
Transkription. Die Stiarke der antiviralen Wirkung der HBV-spezifischen PBL zeigte sich in
den Versuchen zur Zeitabhingigkeit in den priméren Hepatozyten. Obwohl an Tag vier nach
Versuchsbeginn eine aktive Virusreplikation vorliegt, konnte die virale Aktivitit der Infektion
— gemessen an der HBeAg-Produktion — durch Einwirken der PBL reduziert und auch voll-
standig inhibiert werden. Auch die konstitutive Virusreplikation der Hepatom-Zellen wurde
durch die PBL signifikant reduziert. Eine entscheidende Erkenntnis dieser Versuchsreihen
ergibt sich aus der Beobachtung, dass die antiviralen Effekte unmittelbar (24 bis 48 Stun-
den) nach Beginn der Kokulturen messbar und zudem reversibel waren. Durch Entfernen der
PBL nach 14-tdgiger Kokultivierung mit den infizierten Hepatozyten wurde der antivirale
Effekt aufgehoben und es erfolgte innerhalb von 48 Stunden eine Neuproduktion von HBeAg.
Diese schnelle Wirkung antiviraler Effekte konnte in dieser Arbeit auch durch rekombinantes

IFN-v bzw. TNF-a gezeigt werden.

Uberraschenderweise traten die beschriebenen Effekte der HBV-spezifischen PBL auch in Ko-
kulturen mit HBV-naiven PBL auf. Die PBL ungeimpfter Spender inhibierten ebenfalls die
Antigen-Produktion in in wvitro infizierten priméren humanen Hepatozyten sowie in konsti-
tutiv HBV-exprimierenden Hepatom-Zellen. Jedoch war die Reduktion der Virusreplikation
im Vergleich zu HBV-spezifischen PBL deutlich geringer. HBV-spezifische PBL bewirkten in
priméren Hepatozyten eine Inhibition der Antigen-Produktion um 90 %, wihrend HBV-naive
PBL eine Reduktion um 58,5 % bewirkten. In Abhéngigkeit des HBV-naiven PBL-Spenders
variierte dabei die Suppression der viralen Aktivitat von 27 % bis 82 %. Die Virusreplikation
der humanen Hepatom-Zellen wurde durch die HBV-naiven PBL um 41 % reduziert. Wie
die Effekte der HBV-spezifischen PBL war die antivirale Wirkung der HBV-naiven PBL
innerhalb von 24 bis 48 Stunden nach Beginn der Kokultur messbar. Ebenso wurde durch
Entfernen der PBL der antivirale Effekt aufgehoben, was eine starke Neuproduktion von
HBeAg bewirkte. Primér lag die Vermutung nahe, dass die Effekte der HBV-naiven PBL
von Komponenten und Zellen der angeborenen Immunitit vermittelt wurden. Die Kokul-
turversuche wurden mit PBL durchgefiihrt, die neben T-Lymphozyten auch Makrophagen,
Monozyten, Dendriten, Natiirliche Killer-Zellen sowie B-Lymphozyten enthalten. Es konnten
also neben CD4"- und CD8" T-Zellen verschiedene weitere Zellen an der antiviralen Reaktion
der PBL auf die HBV-Infektion beteiligt sein.

Die antivirale Wirkung der PBL hatte auf die Virusreplikation der Primérinfektion einen
stirkeren Einfluss als auf die Virusreplikation der Hepatom-Zellen. Durch HBV-spezifische
PBL erfolgte in primaren Hepatozyten eine Reduktion der HBeAg-Produktion um 90 %,
wahrend in den Hepatom-Zellen eine Inhibition um 60 % erfolgte. HBV-naive PBL redu-
zierten die HBeAg-Produktion der infizierten priméren Hepatozyten um 58,5 % und die der
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Hepatom-Zellen um 41 %. Griinde hierfiir konnten sein, dass aufgrund der hohen Proliferati-
onsrate der Hepatom-Zellen diese nur 48 Stunden mit den Immunzellen kokultiviert werden
konnten, wahrend die primiren Hepatozyten 14 Tage mit den PBL kokultiviert wurden.
Des Weiteren ist die Konzentration der gebildeten viralen Produkte der Virusreplikation der
Primérinfektion mit der der Hep(G2.215-Zellen vergleichbar, obwohl im Gegensatz zu den
Hepatom-Zellen nur ca. 10 % der priméren Zellen infiziert sind. Die dadurch offenbar hohere
virale Aktivitdt konnte eine stirkere Stimulation und Reaktivitdt der PBL bewirkt haben.
Denn obwohl in beiden Kulturmodellen die infizierten Hepatozyten mit 5 x 10° PBL kokul-
tiviert wurden, wurde die Virusreplikation der Priméarinfektion stiarker beeinflusst als die der

Hepatom-Zellen.
Sowohl HBV-spezifische als auch HBV-naive PBL konnten trotz fehlendem Zell-Zell-Kontakt

und der rdumlichen Distanz zu den HBV-infizierten Zielzellen die Virusreplikation deutlich
inhibieren. In der Annahme, dass tatsichlich Zytokine als Mediatoren dieser antiviralen Wir-
kung fungieren, wurde mittels Elispot die durch die Kokultur induzierte Reaktivitit der PBL
getestet. Dabei stellten sich auch die Fragen, durch welche Faktoren die PBL. HBV-naiver
Spender zu einer derart starken Reaktion angeregt werden und ob bzw. welche Zytokine
die Inhibition der viralen Aktivitit bewirken konnten. Es war bekannt, dass rekombinantes
HBsAg im Elispot keine Reaktivitdt HBV-naiver Zellen induziert. Im Gegensatz dazu konnte
die Stimulation der PBL in der Kokultur neben partikulirem HBsAg auch durch sezernier-
tes HBeAg sowie virale DNA und Viruspartikel erfolgt sein. Um die loslichen Faktoren zu
identifizieren, wurden HBV-spezifische und HBV-naive PBL, die zunichst mit infizierten
Hepatozyten kokultiviert wurden, im FElispot untersucht. Die Zellen geimpfter und unge-
impfter Spender sezernierten nach Antigen-Stimulation — wie vermutet — IFN-+v und TNF-«,
sowie IL-2 und IL-10. In Anlehnung an Valitutti et al. zeigt dieses Ergebnis die individuel-
le, spenderabhéingige Sensitivitdt der Immunzellen (Valitutti et al., 1996). Zudem spiegelt
dieses Ergebnis auch die angeborene sowie die erworbene Reaktivitdat der Immunzellen nach
Stimulation mit viralen Antigenen und der Viruspartikel wider. Aufer von T-Lymphozyten
werden diese Zytokine noch von einer Reihe weiterer Zellen produziert. IFN-vy wird zusétzlich
von Makrophagen gebildet, ebenso TNF-«, das zudem noch von Natiirlichen Killer-Zellen
sezerniert wird, wihrend IL-10 ein Produkt von T-Zellen, Monozyten und B-Zellen ist. Um
Hinweise zu gewinnen, welche Reaktivitdt HBsAg-spezifische CD4 " T-Lymphozyten und die
PBL HBV-naiver Spender nach Stimulation durch das in Kultur sezernierte HBsAg zeigen,
wurden PBL mit HBsAg-exprimierenden sowie HBV-exprimierenden Zellen kokultiviert und
dann im Elispot getestet. Trotz vergleichbarer HBsAg-Konzentrationen in beiden Kulturen
wurden durch die viralen Produkte der HBV-exprimierenden Hepatozyten deutlich mehr
Zellen zur Zytokin-Sekretion angeregt als durch HBsAg. Neben HBsAg sind offenbar die
virale DNA, HBcAg und HBeAg an der Induktion einer reaktiven Immunantwort beteiligt.
Dieses Ergebnis konnte ein weiterer Hinweis fiir die vermutete Beteiligung der angeborenen
natiirlichen Immunitat in diesem Kulturmodell sein. Milich et al. beobachteten in transgenen
Mausen, dass HBcAg primér Tyl-Zellen induziert, wihrend HBeAg Ty0- und Ty1-Zellen
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induziert. Da HBcAg und HBeAg Kreuzreaktivitit bei der Antigenprisentation zeigen, kon-
nen sich T-Helferzellen in Abhéngigkeit des Immunogens in verschiedene Effektorzellgruppen
entwickeln (Milich et al., 1997). Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich jedoch auch
schliefsen, dass auch HBsAg bei HBV-naiven PBL ungeimpfter Spender eine Stimulation
bewirkt. Das in Kultur produzierte HBsAg loste — anders als das rekombinante HBsAg des
Impfstoffes — bei naiven PBL die Sekretion antiviral wirkender Zytokine aus. Partikuli-
res HBsAg wird aus einzelnen, in Lipidmembranen eingelagerten Proteinen gebildet. Daher
konnten Unterschiede in der Struktur der in vitro gebildeten HBsAg-Partikel und der nicht
glykosylierten Impfstoff-Antigene zur Erkennung durch verschiedene Antigen-prisentierende
Zellen und spezialisierter Antigen-Bindung fithren (Ren et al., 2003), wodurch sich die Sti-

mulation der HBV-naiven PBL erklaren lieRe.

Die gewonnenen Daten zeigen, dass HBV-spezifische und HBV-naive PBL die HBV-Infektion
in diesem humanen Modell offenbar iiber Sekretion von Ty-Typl-Zytokinen kontrollieren
konnen. Die ersten Demonstrationen der Zytokin-vermittelten Inhibition der viralen Repli-
kation wurden in HBV-transgenen Miusen erbracht (Guidotti et al., 1994; Chisari, 1996;
Guidotti et al., 1996; McClary et al., 2000). Wie in der vorliegenden Arbeit waren fiir die
antiviralen Effekte hauptsichlich die Zytokine IFN-y und TNF-a verantwortlich. In den
transgenen Miusen fiihrten die Zytokine dazu, dass innerhalb von 24 Stunden virale Nu-
kleokapside und die replizierende DNA in der Leber eliminiert und die Transkription der
viralen RNA supprimiert wurde (Guidotti et al., 1996). Auch im Schimpansen-Modell wur-
de die Effektivitat der nichtzytopathogenen Inhibition der viralen DNA-Synthese wihrend
der akuten Infektion durch T-Lymphozyten gezeigt. Nach Guidotti et al. waren ungefihr
90 % der viralen DNA der Leber eliminiert, bevor in den infizierten Tieren entziindliche

Leberverdnderungen auftraten (Guidotti und Chisari, 1999).

Da die PBL geimpfter Spender, die impfinduzierte HBsAg-spezifische CD4 " T-Lymphozyten
enthalten, eine —im Vergleich zu den HBV-naiven PBL ungeimpfter Spender — statistisch si-
gnifikant stiarkere Suppression der Virusreplikation bewirkten, ist die antivirale Wirkung der
HBV-spezifischen PBL tatsdchlich HBsAg-vermittelt. Es zeigte sich jedoch auch, dass der
antivirale Effekt auf die Infektion synergistisch aus der angeborenen sowie der spezifischen,
impfinduzierten Immunitét resultiert. Fiir eine additive Wirkung spricht die signifikant star-
kere inhibitorische Wirkung der PBL geimpfter Spender im Vergleich zu den HBV-naiven
PBL. Daher scheinen CD4"T-Lymphozyten eine direkte antivirale Antwort auf die HBV-
Infektion humaner Hepatozyten nach Stimulation durch in vitro produzierte virale Partikel
zu vermitteln. Dies bestétigen Daten aus der Literatur, wonach sowohl fiir das transgene
Mausmodell als auch fiir das Schimpansenmodell eine direkte, Ty-Typl-Zytokin-abhingige
antivirale Rolle der CD4" T-Lymphozyten gezeigt wurde (Franco et al., 1997; Guidotti et
al., 1999; Guidotti und Chisari, 2001).

Tatséchlich gibt es aber in der Literatur auch Hinweise fiir eine Inhibition der HBV-Replikati-
on durch Zellen und Mediatoren der angeborenen Immunitéit. An der antiviralen Wirkung der
HBV-naiven PBL kénnten Toll-like Rezeptoren (TLR) ursichlich beteiligt sein. TLR sind
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integrale Membranproteine, die Rezeptoren fiir die Erkennung spezifischer Muster (pattern
recognition receptors; PRRs) bilden. Uber Erkennung pathogen-assoziierter konservierter Be-
reiche (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) aktivieren sie Zellen der angebore-
nen Immunitit und reprisentieren eine direkte Verkniipfung der angeborenen mit der adap-
tiven Immunitit (Kawai und Akira, 2007). TLR binden verschiedene antigene Komponenten
wie Lipopeptide, doppelstrangige RNA, Lipopolysaccharide oder einzelstriangige RNA. Eine
entscheidende Rolle spielen TLR bei der Erkennung bakterieller oder Pilz-Pathogene, wih-
rend die Bedeutung der TLR in der antiviralen Abwehr weniger bekannt ist. Zun#chst ging
man davon aus, dass doppelstriangige RNA — ein replikatives Intermediat vieler Viren — das
einzig virale stimulierende Signal zur Aktivierung der angeborenen Immunitét sei. Doppel-
strangige RNA induziert iiber einen Transkriptionsfaktor (IFR 3, Interferon-regulierender
Faktor 3) aktiv die Synthese verschiedener antiviral wirkender Faktoren. Mittlerweile wurde
klar demonstriert, dass TLR Hiillproteine verschiedener Viren erkennen und dadurch eine
infektionsinhibierende Signalkaskade in Gang setzen. Es wurde gezeigt, dass das Fusions-
Protein des Pneumovirus RSV (Respiratory syncytial virus) und das Hamagglutinin des
Masernvirus durch Interaktion mit verschiedenen TLR monozytire Zellen aktiviert (Hay-
nes et al., 2001; Bieback et al., 2002). In TLR4-defizienten Mausen zeigte das Virus eine
hohere Replikationsrate und lingere Persistenz als in Wildtyp-M&usen (Kurt-Jones et al.,
2000). Ein murines Retrovirus (mammary tumour virus; MMTYV) aktiviert durch Interak-
tion mit TLR4 Dendriten und B-Zellen (Burzyn et al., 2004). Das humane Cytomegalie-
Virus (CMV) 16st nach Interaktion des Virions mit TLR2 bei mononukleiren Zellen die
Sekretion inflammatorischer Zytokine aus (Compton et al., 2003). Auch in der Erforschung
der Hepatitis-B-Virusinfektion mehren sich die Hinweise fiir die bedeutende Beteiligung der
TLRs an der antiviralen Abwehr. Isogawa et al. berichten von der Inhibition der HBV-
Replikation in transgenen Miausen durch Injektion spezifischer Liganden fiir TLR3, TLR/,
TLR5, TLR7 und TLRY. Innerhalb von 24 Stunden wurde der inhibitorische Effekt durch
Typ-I-Interferone nicht zytopathogen vermittelt (Isogawa et al., 2005). Riordan et al. be-
schreiben in einem Kollektiv chronischer Virustriager Interaktionen des Virus mit TLR2. In
HBeAg-positiven Patienten findet sich eine stark reduzierte Expression von TLR2 sowie ver-
minderte TNF-a-Konzentration. Demnach konnte eine reduzierte T'LR2-Expression an der
Entstehung einer persistierenden Infektion beteiligt sein (Riordan et al., 2006). Eine wei-
tere Arbeit aus dem Mausmodell berichtet, dass intrahepatische nichtparenchymale Zellen
durch TLR3 und TLR/ aktiviert werden konnen. In der Folge kommt es durch die unter-
schiedlichen Zelltypen zu einer Freisetzung verschiedener Mediatoren, die letztlich in der
Inhibition der viralen Replikation resultieren (Wu et al., 2007). Eine bedeutende Funktion in
der Abwehr des Hepatitis-B-Virus wird Natiirlichen Killer-Zellen (NKZ) zugesprochen. NKZ
reprisentieren eine lymphoide Zellpopulation, die unabhéingig von der HLA-Restriktion eine
erste Barriere und zellulire Antwort auf eine Virusinfektion stellen (Chen et al., 2005b).
NKZ produzieren eine Reihe inflammatorischer Zytokine mit direkter antiviraler Aktivitit
wie z. B. IFN-v oder TNF-a und konnen durch Zell-Zell-Kontakt direkt zytolytisch wir-
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ken (Guidotti und Chisari, 2001). Des Weiteren konnen NKZ durch aktivierte Lymphozyten
selbst aktiviert werden, wie z. B. durch Natiirliche Killer-T-Zellen (NKTZ). NKTZ gelten als
spezialisierte Zellen der Immunabwehr, die sowohl T-Zell-Marker als auch Marker der NKZ
tragen. Eine Arbeit aus einem HBV-transgenen Mausmodell berichtet, dass die virale Repli-
kation direkt durch NKTZ via Sekretion von IFN-y und IFN-«/( und durch Rekrutierung
von NKZ inhibiert wurde (Kakimi et al., 2000). Eine Beteiligung der NKZ an der antivira-
len Wirkung wurde auch im Schimpansen-Modell demonstriert (Guidotti et al., 1999). Der
Literatur nach konnte die Aktivierung der NKTZ durch verschiedene Elemente erfolgen, wie
z. B. durch virale Glykolipide und Phospholipide oder HBV-induzierte Zytokine (Bendelac
et al., 1997; Biron et al., 1999; Kakimi et al., 2000). Aus dem Mausmodell ist bekannt,
dass HBV-exprimierende Hepatozyten eine direkte in vivo Aktivierung der NKTZ wihrend
der akuten Infektion bewirken (Baron et al., 2002). Des Weiteren ist die von aktivierten
Antigen-présentierenden Zellen wie Makrophagen und Dendritischen Zellen ausgehende In-
hibition der HBV-Replikation in HBV-transgenen M&ausen hauptsichlich IFN-vy-vermittelt
(Kimura et al., 2002a).

Es wére durchaus denkbar, dass die in dieser Arbeit beobachtete antivirale Wirkung der
HBV-naiven PBL und die effektive Inhibition der Virusreplikation eine erste starke Reak-
tion oben genannter Mechanismen darstellt. Antiviral und immunmodulatorisch wirkende
Zytokine werden von verschiedenen Zellen wie CD4"T-Zellen, CD8 " T-Zellen, NKZ, NKTZ,
Dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen produziert (Vierling, 2007). Aufer den
Ty-Typl-Zytokinen besitzen eine Reihe weiterer sezernierter Faktoren antivirales Potential.
Allen voran die Typ-1-Interferone IFN-«/3 (Wieland et al., 2000; Anderson et al., 2005).
IFN-a wird erfolgreich in der Therapie der chronischen Hepatitis-B eingesetzt. In Kombina-
tionstherapien mit z. B. Ribavirin wird eine signifikante Reduktion der Virdmie bei gleich-
zeitiger Proliferation von CD4 " T-Zellen sowie konzentrierter Ty-Typl-Zytokine beobachtet
(Hultgren et al., 1998; Rico et al., 2001). Des Weiteren wurden auch IL-12 oder IL-18 in der
Literatur als mogliche Inhibitoren der Hepatitis-B-Virusreplikation beschrieben (Cavanaugh
et al., 1997; Kimura et al., 2002b). In vivo konnte die Beteiligung der Zellen der angeborenen
Immunitit mitverantwortlich dafiir sein, dass die akute HBV-Infektion in bis zu 95 % der im-
munkompetenten Erwachsenen einen selbst-limitierenden Verlauf zeigt. Nach Vakzinierung
benétigt die adaptive Immunantwort ungefihr sieben bis zehn Tage, bevor sie aktiv das
antivirale Geschehen bestimmen kann (Ganem und Schneider, 2001). Somit scheinen wih-
rend der Aktivierungsphase der impfinduzierten HBsAg-spezifischen CD4* T-Lymphozyten
zundchst offenbar Zellen und Komponenten der angeborenen Immunitét einen ersten Schutz

zu vermitteln (Rehermann, 2007).

Die gewonnenen Erkenntnisse der antiviralen Wirkung impfinduzierter, HBsAg-spezifischer
CD4"T-Zellen und der HBV-naiven Immunzellen werfen jedoch weitere Fragen auf. Auf den
Daten der vorliegenden Arbeit aufbauend, sollten daher weitere Projekte die Identifizierung
der fiir die inhibitorische Wirkung auf die HBV-Infektion verantwortlichen Zellen und der

antiviral wirkenden Mediatoren verfolgen. Wie in der Literatur angedacht, konnte zudem die



4 Diskussion 110

therapeutische Aktivierung von TLR, NKTZ oder weiterer Zellen der angeborenen Immuni-
tat potentiell die HBV-Replikation wihrend der natiirlichen Infektion kontrollieren (Baron
et al., 2002; Chen et al., 2005b). Dariiber hinaus konnten die gewonnenen Daten jedoch
auch Bedeutung fiir die zelluldre Immunitit der Impflinge haben, die auf die aktive Immu-
nisierung nicht ansprechen. Ca. 80 % dieser Personengruppe konnen trotz fehlender bzw.
schwacher humoraler Immunitéit eine zellulire Immunitét aufbauen, deren Bedeutung noch
nicht eindeutig geklért ist (Jarrosson et al., 2004; Bauer und Jilg, 2006).

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen zur Interaktion impfinduzierter HBsAg-spezi-
fischer CD4"T-Zellen mit HBV-infizierten humanen Hepatozyten, dass HBsAg-spezifische
CD4"T-Zellen eine eindeutige antivirale Effektorfunktion ausiiben. Die HBV-spezifischen
PBL bewirkten eine signifikante Reduktion und z. T. vollstindige Suppression der Virusre-
plikation. Zudem sezernierten die HBV-spezifischen PBL Ty-Typl-Zytokine, die fiir die an-
tivirale Wirkung verantwortlich sein konnten. Entgegen der Erwartung erfolgte auch durch
HBV-naive PBL eine Reduktion der HBV-Infektion sowie die Sekretion von Ty-Typl-Zytoki-
nen. Es konnte somit gezeigt werden, dass die Immunzellen durch die in Kultur gebildeten
viralen Produkte stimuliert wurden und dadurch die Sekretion antiviral-wirkender Zytoki-
ne induziert wurde. Sowohl die HBV-spezifischen als auch die HBV-naiven Immunzellen
konnten offenbar iiber die Sekretion der Zytokine die HBV-Infektion kontrollieren und in-
hibieren. An dieser Stelle ist nochmals hervorzuheben, dass die antivirale Wirkung trotz
fehlendem Zell-Zell-Kontakt auch iiber die rdumliche Entfernung zu einer signifikanten Be-
einflussung der Virusreplikation fiihrte. Es wurde weiterhin gezeigt, dass die anhand der hier
verwendeten humanen Infektionsmodelle gewonnenen Ergebnisse mit Daten diverser ande-
rer Modelle aus der Literatur iibereinstimmen. Die in dieser Arbeit erhaltenen Daten weisen
der impfinduzierten, HBsAg-spezifischen zellularen Immunitéit bzw. den HBsAg-spezifischen
CD4"T-Zellen eine entscheidende antivirale Bedeutung bei der Hepatitis-B-Virusinfektion

zu.



Sequenzen

Sequenzen

HLA-A

NM 002116; eingesehen 2006

atggccgtca
cgggctccca
cgeegtgggc
ccgegggege
agtcacagac
caccatccag
gcctacgacg
ctcagatcac
gtgegtggag
acacatatga
ctgcggagat
caggcctgea
tacacctgcce
ccaccatccc
cgctgeegtg
gacagtgccc
gagaggcaag
cctgeatgtg
catgaccctc
gaggtgtctce
agaaccttag
attcctaaaa

tggecgeececg
ctccatgagg
tacgtggacg
cgtggataga
tgaccgagtg
ataatgtatg
gcaaggatta
caagcgcaag
tggctcegea
cccaccaccc
cacactgacc
ggggatggaa
atgtgcagca
catcgtgggce
atgtggagga
agggctctga
agttgttcct
tctgtgtteg
ttcccacget
catctctgtc
tataaattta
tttgagagac

aaccctectce
tatttcttca
acacgcagtt

gcaggagegg
gacctgggga
gctgegacgt
catcgeccctg
tgggaggceee
gatacctgga
catctctgac
tggcagegeg
ccttccagaa
tgagggtctg
atcattgctg
ggaagagctc
tgtgtccctce
gcecttecct
tgtaggcata
gacctgtgcet
tcaacttcat
ctttctcaaa
aaaataaatg

ctgctactcet
catccgtgtc
cgtgeggttce
ccggagtatt
ccctgegegg
ggggteggac
aacgaggacc
cccatgaggce
gaacgggaag
catgaggcca
atggggagga
gtgggcgect
cccaagcccc
gcctggttct
agatagaaaa
acagcttgta
ttgtgacttg
atgtgaggag
ccctecccaa
ggtgcactga
ttcttgecat
gaacacatga

cgggggecect
ccggeeegge
gacagcgacg
gggaccagga
ctactacaac
gggegettece
tgcgetettg
ggagceagttg
gagacgctgce
ccctgaggtg
ccagacccag
gtggteggtgce
tcaccctgag
ccttggagcet
ggagggagtt
aagtgtgaga
aagaaccctg
gtggeggagac
tcatctttcc
gctgtaactt
gagaggttga
gaaccttcca

ggccetgacce
cgcggggage
ccgegageca
gacacggaat
cagagcgagg
tccgegggta
gaccgeggcg
agagcctacc
agcgcacgga
ctgggecctg
gacacggagc
cttctggaga
atgggagetg
gtgatcactg
acactcaggc
cagctgectt
actttgtttc
caccccaccc
tgttccagag
ctteccttecec
tgagttaatt
aaaaaaaaaa

cagacctggg
cccgetteat
gaggatggag
gtgaaggccc
ccggttctca
ccggcaggac
gacatggegg

tggatggcac
cccececccaag

ggcttctacce
tcgtggagac
ggagcagaga
tcttcccage
gagetgtggt
tgcaagcagt
gtgtgggact
tgcaaaggca
ccatgtccac
aggtggggct
tattaaaatt
aaaggagaag
aaaaaaaa



Sequenzen

HLA-B

NM 005514; eingesehen 2006

atgctggtca
ccggctecca

ctcagtgggc
ccgegggege
aggcacagac
caccctccag
gcctacgacg
ctcagatcac
gtgegtggag
acacacgtga
ctgcggagat
cagaccagca
tacacatgcc
ccaccgtccc
cgctgetgtg
gacagtgccc
gagatgcagg
acctgaatgt
tgtgacccct
tggatgtctc
agaatctgaa
attcctggaa

tggecgeececg
ctccatgagg
tacgtggacg
cgtggataga
tgaccgagag
agcatgtacg
gcaaggatta
ccagcgcaag
tggctccgea
cccaccaccce
cacactgacc
ggagatagaa
atgtacagca
catcgtgggce
atgtgtagga
agggctctga
atttcttcac
gtctgegtece
gttcccatge
catctctgtc
tataaatttg
tttgaaagag

aaccgtcctce
tatttctaca
acacccagtt

gcaggagegg
agcctgegga
gctgegacgt
catcgccctg
tgggagecge
gatacctgga
catctctgac
tggcagegeg
ccttccagaa
tgaggggctg
attgttgetg
ggaagagttc
tgtgtctete
gcetecectt
ctgttagcat
tgacctgtgt
tcaactttac
ttttctcaaa
caaataaaga

ctgetgetcet
ccteegtgtce
cgtgaggttc
ccggagtatt
acctgegegg
ggggeeggac
aacgaggacc
ccecgtgaggce
gaacgggaag
catgaggcca
atggcegagga
gtgggcagcet
ccgaagcccc
gcectggetgt
aggtggaaaa
acagcttgaa
tgtgacttca
aatgtgagga
ttcctccecca
gtgcactgag
tatttgctat
cctgagaacc

cggeggeect
ccggeecgge
gacagcgacg
gggaccggaa
ctactacaac
gggcgeetece
tgcgetectg
ggagcagegg
gacaagctgg
ccctgaggtg
ccaaactcag
gtggteggtgce
tcaccctgag
cctagcagtt
ggagggagcet
aagcctgaga
agagcctctg
ggtggagaga
gtcatcttte
ctgcaacttc
gagaggttga
ttccagaaaa

ggccetgacce
cgcggggage
ccgegagtcec
cacacagatc
cagagcgagg
tccgegggea
gaccgcegeg
agagcctacc
agcgegetga
ctgggecctg
gacactgagc
cttctggaga
atgggageceg
gtggtcatcg
actctcaggc
cagctgtctt
gcatctcttt
cagcccaccc
ttgttccaga
ttacttccct
tggattaatt
aaaaaaaaaa

gagacctggg
cccgetteat
gagagaggag
tacaaggccc
ccgggtctca
tgaccagtac

gacacggcegg
tggagggcga
ccccccaaag
ggtttctacc
ttgtggagac
agagcagaga
tcttcccagt
gagctgtggt
tgcgtgeage
gtgagggact
ctgcaaaggc
ttgtgtccac
gaggtggesc
actgaaaata
aaataagtca
aaa



Sequenzen

HLA-C

NM 002117; eingesehen 2006

ggccgagatg
acctgggecet
gcttcatctce
aggggagecg
aagcgccagg
ggtctcacac
ccagtccgece
accgeggetce
agggeacgtg
cccaaagaca
ttctaccctg
tggagaccag
gcagagatac
tcccagecca
gagctgtggt
tgcgtgeage
tgtgggactg
tgcaaaggca
cgtgtccacc
aggtggggct
aatgaagtta
aaataagtca

cgggtcatgg
gctcccactce
agtgggctac
cgggegeegt
cacaggctga
cctccagagg
tacgacggca
agatcaccca
cgtggagtgg
cacgtgaccc
cggagatcac
gccagcagga
acgtgccata
ccatccccat
caccgctatg
aacagtgccc
agatgcagga
cctgaatgtg
gtgacccctg
ggatgtctcce
agaacctgaa
attcctagaa

cgcecegage
catgaggtat
gtggacgaca
gggtggagea
ccgagtgagc
atgtctgget
aggattacat
gcgcaagttg
ctccgeagat
accaccccct
actgacctgg
gatggaacct
tgcagcacga
catgggcatc
atgtgtagga
agggctctga
tttcttcaca
tctgegttcece
tccccacact
atctctgtct
tataaatttg

gttgagagag

cctcectectg
ttcgacaccg
cgcagttcgt
ggaggggcecg
ctgcggaacc

gcgacctggg
cgcectgaac
gaggcggecec
acctggagaa
ctctgaccat
cagcgggatg
tccagaagtg
ggggcetgceaa
gttgctggece
ggaagagctc
tgagtctctc
cctcteccttt
tgttagcata
gacctgtgtt
caaattcatg
tgttctcaaa
caaataaaga

ctgctctegg
ccgtgtcecg
gcggttegac
gagtattggg
tgcgeggeta
geccgacggg
gaggacctgce
gtgeggegga
cgggaaggag
gaggccaccc
gggaggacca
ggcagetgtg
gagcccctea
tggetgtect
aggtggaaaa
atcacttgta
gtgacttcaa
atgtgaggag
ccctcecega
gtgcactgag
tatttgctat
cctgagaacc

gaggeetgge
gcecggecege
agcgacgceceg
accgggagac
ctacaaccag
cgcetectec
gctcetggac
gcagctgaga
acgctgcagce
tgaggtgetg
gacccaggac
gtggtgectt
ccctgagetg
ggttgtccta
ggagggagcet
aagcctgaga
gagcctctgg
gtggagagac
tcatctttcc
ctgcaacttc
gaagcgttga
ttccaaaaaa

cctgaccgag
ggagagcccc
cgagtccgag
acagaagtac
agcgaggacg
gegggtatga
cgcegeggac
gcctacctgg
gcgcagaacc
ggeeetggge
accgagcttg
ctggacaaga
ggagccatct
gctgtecttg
gctctcagge
cagctgectg
catctctttc
agcccacccce
tgttccagag
ttacttccct
tggattaatt
aaaaaaaaaa



Sequenzen

[3,-Mikroglobulin

NM 004048; eingesehen 2006

aatataagtg
ccgtggectt
tcaggtttac
catccatcceg
tgtctttcag
gtatgcctge
gcagcatcat
taatattgat
atgatcttct
ggtagctcta
ggtcagattt
ttccaattta
tttgttataa

ggcatggttg
tctctta

gaggcgtcge
agctgtgcetce
tcacgtcatc
acattgaagt
caaggactgg
cgtgtgaacc
ggaggtttga
atgcttatac
ttataattct
ggagggctgg
gaactcttca
catactctgc
tgaatgaaac
tggttaatct

getggeggsce
gcgctactcet
cagcagagaa
tgacttactg
tctttctatc
atgtgacttt
agatgccgcea
acttacactt
actttgagtg
caacttagag
atctcttgea
ttagaatttg
attttgtcat
ggtttatttt

attcctgaag
ctctttetgg
tggaaagtca
aagaatggag
tcttgtacta
gtcacagccce
tttggattgg
tatgcacaaa
ctgtctccat
gtggggagea
ctcaaagctt
ggggaaaatt
ataagattca
tgttccacaa

ctgacagcat
cctggaggcet
aatttcctga
agagaattga
cactgaattc
aagatagtta
atgaattcca
atgtagggtt
gtttgatgta
gagaattctc
gttaagatag
tagaaatata
tatttacttc
gttaaataaa

tcgggecgag
atccagcgta
attgctatgt
aaaagtggag
acccccactg
agtgggatcg
aattctgett
ataataatgt
tctgagcagg
ttatccaaca
ttaagcgtge
attgacagga
ttatacattt
tcataaaact

atgtctcget
ctccaaagat
gtctgggttt
cattcagact
aaaaagatga
agacatgtaa
gcttgetttt
taacatggac
ttgctccaca
tcaacatctt
ataagttaac
ttattggaaa
gataaagtaa
tgatgtgtta



Sequenzen

CD40

NM 001250; eingesehen 2006

gccaaggcetg
cctcgetatg

ccacccactg
agaaactggt
agacacctgg
cagcagaagg
cctgtgagag
ttctgatacc
cacccttgga
tctgtggtec
cctcttggtg
gaaccccagg
tacatggatg
aggctgcacc
ctgctgtggce
agtttgagac
gagcccatcce
ggtttagtaa
ctgcgeccag
gcttaactgt
acactgttga
cttttatgta
ggttctggaa

tggeee

gggeagggga
gttcgtctge
catgcagaga
gagtgactgc
aacagagaga
gcacctcaga
ctgtgtectg
atctgcgagce
caagctgtga
ccaggatcgg
ctggtcttta
agatcaattt
ccaaccggtc
cacccaggag
gtgagggtga
aggagacctg
agtctcccaa
tatccaccag
gaagccatat
ccatcagcag
gtaaggaaaa
tgtatattge

gggtacacag

gtcagcagag
ctctgeagtg
aaaacagtac
acagagttca
cacactgcca
aacagacacc
caccgctcat
cctgeecagt
gaccaaagac
ctgagagccc
tcaaaaaggt
tccegacgat

acccaggagg
tgtggeccacg
ggggcetggea

gcactggatg
cttgtattaa

accttccgat
acacagatgc
gagactggct
aaaggcatgc
ctatggatat
aaaacccaca

gcctegeteg
cgtcctetgg
ctaataaaca
ctgaaacgga
ccagcacaaa
atctgcacct
gctecgeeegg
cggettette
ctggttgtgce
tggtggtgat
ggccaagaag
cttcctgget
atggcaaaga
tgggcaaaca
ctgactgggce
cagaaacagt
agacagaggc
ccagcagttt
ccattgcagc
aaataaaatt
tgctgaatga
atgtataaat
gctcgaagag

ggcgeccagt
ggctgettge
gtcagtgctg
atgccttccet
tactgcgacc
gtgaagaagg
ctttggggtce
tccaatgtgt
aacaggcagg
ccccatcatc
ccaaccaata
ccaacactgc
gagtcgcatc
ggcagttgge
atagctcccc
tcaccttgaa
agaagtttgg
ggtgcccaga
attgtttgtg
agaatatatt

tgggtatgga
acaatatgca

tggtgacgtce

ggtcetgeeg
tgaccgetgt
ttctttgtge
tgcggtgaaa
ccaacctagg
ctggcactgt
aagcagattg
catctgcttt
cacaaacaag
ttcgggatcce
aggcccccca
tgctccagtg
tcagtgcagg
cagagagcct
gcttectgect
gaacctctca
tggtggtggt
gaggcatcat
atagtgaaca
tatacaacag
actttttaaa
tcatatattg

tgeeetesse

cctggtctca
ccatccagaa
cagccaggac
gcgaattcct

gcttcgggte
acgagtgagg
ctacaggggt
cgaaaaatgt
actgatgttg
tgtttgccat
ccccaagceag
caggagactt
agagacagtg
ggtgetgetg
gcacccctge
cttcaccctg

gttggggt at

ggtggettece
actggaagct

aatctcaaaa
aaagtacatg
atataacaag

aagaagggtc



Sequenzen

HLA-DRa«

XM 042473; eingesehen 2005

attcttgtet
ataagtggag
tcaaagaaga
tgactttgat
tttggacgat
aaatcatgac
cagccctgtg
aatgtcacgt
aagaccacct
ggtggagceac
gagactacag
tcttcatcat
gtgatggtgt
attacaatcc
ggatatgcct
tctattttcc
ctgtctetge
gatttttctg

gttctgecte
tccctgtget
acatgtgatc
ggtgatgaga
ttgccagett
aaagcgctcc
gaactgagag
ggcttcgaaa
tttccgcaag
tgggecttgg
agaacgtggt
caagggattg
ttcttagaga
ttgacctcag
cttcgattge
tctatttcct
tatggaatgc
aacacaataa

actcccgagce
aggatttttc
atccaggcceg
ttttccatgt
tgaggctcaa
aactatactc
agcccaacgt
tggaaaacct
ttccactatc
atgagcctct
gtgtgecectg
cgcaaaagca
gaagatcact
tgaaagcagt
tccgtactct
atcattttat

cccatggggce
actattttga

tctactgact
atcatagctg
agttctatct
ggatatggca
ggtgeattgg
cgatcaccaa
cctcatctgt
gtcaccacag
tcceettect
tctcaagcac
ggcctgactg
atgcagcaga
gaagaaactt
catcttcagc
aacatctagc
tatcaccatg
atctcttgtg
tgatcttggg

CCCaacagag
tgctgatgag
gaatcctgac
aagaaggaga
ccaacatagc
tgtacctcca
ttcatagaca
gagtgtcaga
gccctcaact
tgggagtttg
tgggtctggt

acgcaggeggg
ctgctttaat

attttccagce
tggcttcect
caatgcctct
tacttattgt
tggaa

cgcccaagaa
cgctcaggaa
caatcaggcg
cggtctggeg
tgtggacaaa
gaggtaactg
agttcacccc
gacagtcttc
gaggacgttt
atgctccaag
gggcatcatt
cctctgtaag
ggctttacaa
cctatagcca
gtctattgee
ggaataaaac
ttaaggtttc

gaaaatggcc
tcatgggcta
agtttatgtt
gcttgaagaa
gccaacctgg
tgctcacaaa
accagtggtc
ctgceccaggg
acgactgcag
ccctecteccea
attgggacca
gcacatggag
agctggcaat
ccccaagtgt
ttttcctgta
atacaggagt
ctcaaactgt



Sequenzen

CIITA

AY084055; eingesehen 2005

ctggttagtg
gaggagggec
acgcecctget
ctagaaggtg
agatggacct
ccagttcagc
gaactggacc
gaccagatga
cttcccagag
agtctcctag
aggagccagc
gttgagctge
ctctggcaaa
ccagccaagt
caccagcccc

gCt gggactg
tgtt

atgaggctgt
tgccagactc
gggtcctacce
gctacctgga
ggctggagaa
aggctgttgt
agtatgtctt
agtgatcggt
gagcttccgg

tgggaccagt
ctccggecag

ctgaatctcc
tctctgagge
accccctecce
ttcgectccat

cgggeacccg

gtgcttctga
cgggagcetgce
tgtcagagcce
gcttcttaac
gaagagattg
gtgacatgga
ccaggactcc
gagagtatgg
cagacctgaa
gagcgactgce
atgcgeetgg
ctgagggacc

tggaacaggg
agtggattca

cagccactga
ccatcatgtc

gctgggeatce
tgcctggetg
ccaaggcagc
agcgatgcetg
agctctactc
aggtggtgaa
cagctggagg
agatgccagc
gcactggaag
tccaccctge
agaaaaccga
catccagttt
gtctccagta
ctgtccacgg
cctgececage
tggctaattt

cgaaggcatc
ggattcctac
tcacagtgtg
acccectgtg
agaacccgac
gagaccaggg
gcctgagceaa
agaagttggg
ccagctgagce
cctgeetgec
ccagattccc
gtccccacca
tattcatcta
cctcccaaca
atgcctgaac
ttcatttttg

cttggggaag
acaatgcgtt

ccaccatgga
cctctaccac
acagacacca
aggcttatgce
ggacattttc
cagaaaagtc
cccecactgt
actgcctgeg
atgcctttct
tctccactct
ccatggtgag
tctccagacce
ctgccctgac

gtagagacag

ctgagggcac
gcectggetece

gttggggecece
ttctatgacc
tcaactgcga
caatatcgceg
aagcacatag
agaaaagacc
ggtgactggce
ctgttcaacc
ccagttcctce

gccccatggg
gtgceccagg
ggccaggcetce
ctccegagtg
ggttttgeeg



Sequenzen

HBV pHBV991 (adw2)

X 51970;

ttccactgece
agttcaggaa
accctgtgac
tttcttgttg
gggggatcac
ctccaatttg
atgcctcatc
tcaacaacaa
catgttgctg
aaaataccta
ttcgtagggce
acagcatcgt
aacaaaacaa
tattgtacaa
caaagaattg
tgtatgcatg
gtacatgaac
actggetggg
ctgcggaact
tgtcgtecte
gggacgtcct
tctctegtece
gtctgtgeet
tgaacgccca
cgaccttgag
aaggtctttg
ctgcctaatc
atggacattg
ttcctteegt
ttgctcacct
tgggtgggta
gattaaagat
atatttggtc
tcaacacttc
cgcectegeag
ttccttggac
atggcaaact
ggccctctea
ctaaatattt
aaccagacat
tcattttgeg
aaaggcatgg
tattcggagce
ccaggtagga

caggctcagg
ggcagcctac

eingesehen 2007

ttccaccaag
cagtaaaccc
gaacatggag
acaagaatcc
ccgtgtgtcet
tcctggttat
ttcttattgg
ccagtacggg
tacaaaacct
tgggagregg
tttcccccac
gagttccttt
aaagatgggg
aaaatcaaac
tgggtctttt
tatacaagct
ctttacccceg
gcttggecat
cctagceget
tcgeggaaat
ttgtttacgt
ccttectecgt
tctcatctge
tcagatcctg
gcctacttca
tattaggagg
atctcttgta
acccttataa
cagagatctc
caccataccg
ataatttgga
caggcaactc
tctttcggag
cggaaactac
acgcagatct
tcataaggtg
ccttccttte
ctgtaaatga
gcccttagac
tatttacata
ggtcaccata
ggacgaatct
caactcaaac
gtgggagceat
gcatgttgac
tcccatctet

ctctgcaaga
tgctccgaat
aacatcacat
tcacaatacc
tggccaaaat
cgctggatgt
ttcttctgga
accatgcaaa
acggatggaa
cctcagtecg
tgtttggett
ataccgctgt
ttattcccta
actgttttag
gggctttget
aaacaggctt
ttgcteggea
aggccatcag
tgttttgete
atacctcgtt
cccgteggeg
ctgeegttec
cggtcegtgt
cccaaggtct
aagactgtgt
ctgtaggcat
catgtcccac
agaatttgga
ctagacaccg
cactcaggca
agatccagca
ttgtggtttc
tgtggattcg
tgttgttaga
caatcgcegce
ggaaacttca
ctaaaattca
aaagagaaga
aaaggaatta
ctctttggaa
ttcttgggaa
ttctgttece
aatccagatt
tcgggecagg
cccagtgtca
ccacctctaa

ccccagagtc
attgcctcte
caggattcct
gcagagtcta
tcgegatccce
gtctgeggeg
ttatcaaggt
acctgcacga
attgcacctg
tttctcttgg
tcagctatat
taccaatttt
aacttcatgg
aaaacttcct
gctectttta
tcactttctc

acggecctggt
cgcatgegeg
gcagccggtce
tccatggcta
ctgaatcccg
agccgaccac
gcacttcget
tacataagag
gtttaaggac
aaattggtct
tgttcaagcce
gctactgtgg
cctcggetcet
agccattctce
tccagggatc
atatctcttg
cactcctcca

cgacgggacc
gtcgcagaag
ctgggcttta
tttacaagag
ttgaaattaa
aaccttatta
ggcgggtatt
caagagctac
aaccctectgg
gggacttcaa
gttcacccct
acaattcctc
gagacagtca

aggggtctgt
acatctcgtc

aggacccctg
gactcgtggt
caacctccaa
ttttatcata
atgttgccceg
ctcctgetcea
tattcccatc
ctcagtttac
ggatgatgtg
cttttgtcte
gttatgtaat
gttaacaggc
cacaatgtgg
gccaacttac
ctgtgccaag
gaacctttgt
tggagcgaaa
ctaggctgtg
cggacgaccc
ggggegeacc
tcacctctge
gactcttgga
tgggaggagce
gcgcaccagce
tccaagetgt
agttactctc

gtatcgggaa

tgctggeees
tagtagtcaa

ccttactttt
gcctatagac
gaggcaggtc
atctcaatct
ttcctectaca
gacattatta
ttatgcctge
tccagatcag
ctatataaga
agcatgggag
gattctttcc
ccccatcaag
ccacacggceg
ctcetgectce
tcctcaggece

attttcctge
aatctccgeg
ccecgtgttac
ggacttctct
tcactcacca
ttcctcttca
tttgtcctet
aggcaactct
ccatcgtctt
tagtgccatt
gtattgggeg
tgggtataca
tggaagttgg
ctattgattg
atatcctgec
aaggcctttce
tatttgctga
ggctectetg
ctcatcggaa
ctgccaactg
ctctecggggce
tctctttacg
acgttgcatg
ctcccagcaa

tgggggagga
accatgcaac

geettgggtg
gtttttgect
gccttagagt
aattgatgac
ttatgttaat
ggaagagaaa
caccaaatgc
ccctagaaga
cgggaatctc
gcacctatct
ataggtgtca
tagattctat
gtagttaatc
gagaaaccac
gttggtcatc
cgatcatcag
gaccactggce

gtgttttggg
cgccaatcgg

atgcagtgga

tggtggetcce
aggaccgeggg

aggeggggtt
caattttcta

acctecctgte
tcctgetget
aattctagga
atgtttccct
gggectttege
tgttcagtgg
ccaagtctgt
tttaaaccct
cacaggatca
gaaagtatgt
ttaatgccct
taagtaaaca
tgcaaccccce
ccgatccata
ctgacaattc
gatccttcge
cgcttgggac
cggtctcccce
gagaccaccg
tgtcaacgac
gattaggtta
tttttcacct
getttggggce
tctgacttct
ctcctgagea
tctagctacc
actaacatgg
ctgtacttga
ccctatctta
agaactccct
aatgttagta
ttaatcctga
acaatttgtg
cctacccaca
attacttcca
acgtagcgca
aaaacctcgce
ttggaccctg
cagcagccaa
gtggagccct
cagtcaggaa
a
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