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Einleitung

1 Einleitung

Die Hepatitis B als eine hepatotrope Erkrankung verbleibt auch im 21. Jahrhundert
eine der grolen Herausforderungen der Menschheit. Erstmals wurde die Erkrankung
vor 125 Jahren von Lurmann beschrieben, als diese im Rahmen einer
Pockenimpfung als Epidemie auftrat. Nach Schatzungen der WHO haben sich 2
Milliarden Menschen mit dem Hepatitis-B-Virus infiziert. Hiervon sind 350 Millionen
Menschen chronisch infiziert (1,2). Die weltweite Pravalenz der chronischen
Virustrager lasst sich in Gruppen gliedern: Pravalenz 28% in Zentralafrika und China,
2-7% im mittleren Orient, Nordafrika und Ost-/ Sudeuropa, sowie <2% in den Ubrigen
Regionen (2).

Jahrlich sterben etwa 600.000 Menschen an den Folgen der chronischen
Verlaufsform oder an einer akuten Hepatitis B. Somit lasst sich weltweit jede dritte
Leberzirrhose und jeder zweite maligne Leberzelltumor als eine Folge des Hepatitis-
B-Virus (HBV) werten (3).

Besonders tragisch erscheint die Rolle der fruhkindlichen Infektionen, da jedes 4.
unmittelbar nach Geburt infizierte Kind in Folge der HBV-Infektion an einer
Leberzirrhose oder einem Leberzellkarzinom verstirbt (2). Grundsatzlich gilt
bezliglich kindlicher Infektionen: je friiher der Zeitpunkt der Ubertragung, umso héher
ist das Risiko eine chronische Hepatitis B zu entwickeln. Diese sogenannte vertikale
Transmission ist als ein Circulus vitiosus anzusehen: Chronisch infizierte
Schwangere geben das Virus nur extrem selten intrauterin weiter. Erst durch das
Geburtstrauma wird das HBV auf das Neugeborene Ubertragen. Das Neugeborene
wird mit einer Wahrscheinlichkeit von >90% zum chronischen Virustrager. In
Hochendemiegebieten bilden dementsprechend Neugeborene das Reservoir des
HBV fur die Folgegeneration. Letztlich werden die chronisch erkrankten Tochter
wieder selbst zu chronisch infizierten Mattern und infizieren so die Folgegeneration.
Erschwerend kommt hinzu, dass chronisch Infizierte haufig symptomarm bis
symptomlos sind. Dass diese Personen potentiell ansteckend sind, ist ihnen haufig

nicht bewusst.

Die sogenannte horizontale Transmission hingegen, d.h. eine Ansteckung innerhalb
einer Generation, fuhrt meist nicht zu einer chronischen Hepatitis B. lhre

Chronifizierungsrate ist altersabhangig: bei Ein- bis Vierjahrigen verlaufen noch etwa
4
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30% aller Infektionen chronisch, wahrend bei alteren Kindern, Jugendlichen und
Erwachsenen nur noch weniger als 5% aller Infektionen chronifizieren (4). Die
horizontale Transmission fuhrt haufig zu einer akuten Hepatitis B, welche meist
folgenlos ausheilt und eine lebenslange Immunitat hinterlasst (5). In ca. 0,1-1% der
Falle nimmt die akute Hepatitis B allerdings einen fulminanten Verlauf und fuhrt bis

zum Leberversagen und somit zum Tod (2).

Einem wirksamen Hepatitis-B-Impfstoff kam daher besondere Bedeutung zu. Im Jahr
1982 konnte der erste Hepatitis-B-Impfstoff zugelassen werden und im Jahre 1986
wurde ein rekombinanter Impfstoff -der Erste seiner Art- eingeflhrt.

Insbesondere die Impfung von Neugeborenen hat sich als besonders effektiv
gezeigt. Durch die Immunisierung der Neugeborenen kann der circulus vitiosus der
vertikalen Transmission durchbrochen werden. Hierdurch ist auf lange Sicht ein

Ruckgang der chronischen Virustrager und der Folgeerkrankungen zu erwarten.

Beispiel Sud-Korea: In den 1980-iger Jahren lag die HBV-Pravalenzrate in Sud-
Korea bei fast 8%. 1988 wurde eine Aktiv-/ Passivimmunisierung aller Neugeborenen
von HBeAg-positiven Mauttern eingefuhrt. Daraufhin  konnte bis 1993 die
Pravalenzrate bei Kindern <10 Jahre auf 0,6%, die von Jugendlichen auf 1,6% und
die von Erwachsenen zu Beginn des dritten Lebensjahrzehnts auf 3% gesenkt
werden. Eine nennenswerte Veranderung konnte bei Erwachsenen, die das 20.
Lebensjahr deutlich Uberschritten hatten, zunachst nicht festgestellt werden (6). 2006
konnte zuletzt bei Schulkindern bei einer Durchimpfungsrate von 95% eine
Pravalenzrate von <1% verzeichnet werden (7).

Des Weiteren gilt es die Hepatitis B aus soziobkonomischer Sicht zu betrachten. Zur
Therapie der chronischen Hepatitis B bedarf es einer gesonderten Expertise und
medizinischen Infrastruktur. Dies betrifft insbesondere auch die Folgeerkrankungen:
die Leberzirrhose und das Leberzellkarzinom. Genau dieses Fachwissen ist in vielen
Teilen der Welt nicht vorhanden. Selbst in der westlichen Welt (z.B USA oder
Europa) kann ein mangelndes Wissen bezuglich der Interpretation von
diagnostischen Ergebnissen und der differenzierten Therapie beobachtet werden (8).
Diese Infrastrukturen zu schaffen ist kostenintensiv. Impfkampagnen, die eine hohe
Durchimpfungsrate zum Ziel haben, zeigten sich als kosteneffektiv (9-11). Es muss
nicht erwahnt werden, dass durch Impfkampagnen auch das Leid der Menschen
bekampft wird.

Die ersten erfolgreichen Versuche, eine Ubertragung einer Hepatitis B von der
(meist) chronisch infizierten Mutter auf das Neugeborene zu verhindern, wurden von
Beasley und Mitarbeitern mittels Hepatitis-B-lmmunglobulin vorgenommen (12).
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Nach  EinfUhrung des  Hepatitis-B-Impfstoffs ~ wurde die  aktiv-passive
Postexpositionsprophylaxe etabliert, d.h. die sofortige postpartale aktive Impfung in
Kombination mit einer ebenfalls unmittelbar nach Geburt vorgenommenen
Immunglobulingabe. Man nahm an, dass die Infektion durch die Gabe des
Immunglobulinpraparates verhindert wurde und die aktive Impfung eine bleibende
Immunitat erzeugte, die auch nach dem Verschwinden der Ubertragenen Antikorper
eine spatere Infektion unterband. Spatere Studien konnten nun allerdings zeigen,
dass auch die aktive Impfung allein sofort nach Geburt eine Infektion bzw.
Chronifizierung unterbinden konnte (13). Ahnliches sah man nach einer alleinigen
postexpositionellen aktiven Impfung nach Kontakt mit HBV durch eine
Nadelstichverletzung (14,15). In beiden Fallen konnten nicht die Antikorper die
Infektion verhindert haben, denn die Antikdrperproduktion nach der aktiven Impfung
kann in den meisten Fallen erst nach etlichen Tagen bzw. Wochen nachgewiesen
werden. Hier tauchte nun die Frage auf, ob nicht eventuell frihe zellulare
Immunphanomene an der Unterdrickung der Infektion beteiligt sein konnten.
Versuche in humanisierten transgenen Mausen lieRen darauf schliel3en, dass auch
impfinduzierte T-Helferzellen die Virusreplikation — und damit das Fortschreiten der
Infektion — verhindern konnen (16). Bis heute gibt es allerdings nur wenige Hinweise
darauf, wann nach einer Impfung diese Zellen gebildet werden. In der vorliegenden
Arbeit sollte daher untersucht werden, wie schnell im Laufe einer
Grundimmunisierung gegen Hepatitis B eine HBsAg-spezifische zellulare
Immunantwort auftritt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Probandenkollektive

Die Teilnehmer dieser Studie waren freiwillige und gesunde Personen im Alter von
21 — 56 Jahren. Die Studienteilnehmer, die eine HBV-Grundimmunisierung erhielten
(Tabelle 2.1), hatten anamnestisch keine HBV-Infektion durchgemacht. HBsAg und
Anti-HBc konnten bei diesen Probanden nicht nachgewiesen werden.

Die Studienteilnehmer, die eine Boosterimpfung erhielten (Tabelle 2.2), hatten vor
langer als zehn Jahren zuletzt eine HBV-Impfung erhalten.

Von allen Probanden wurde vor Studienteilnahme eine  schriftliche
Einwilligungserklarung fur die Teilnahme eingeholt. Das Studienprotokoll wurde von

der Ethikkommission der Universitat Regensburg genehmigt.

Impfstoff

Fur die Durchfuhrung der Studie wurde ausschliel3lich ein monovalenter Hepatitis B-
Impfstoff (Engerix B®, GSK, Rixensart, Belgium) verwendet, welcher 20ug eines in
Saccharomyces cerevisiae hergestellten, rekombinanten Hepatitis-B-
Oberflachenantigens (HBsAg) enthalt. Als Adjuvans enthalt der Impfstoff

Aluminiumhydroxid.

Antigene

Zur spezifischen Stimulation von PBMC im Elispot wurde rekombinantes HBsAg
(freundliche Gabe von GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium, Klon HeF3004,
c=1,35ug/ul) mit einer Endkonzentration von 5pug/ml im Well verwendet.
Negativkontrollen enthielten Phosphat-gepufferte Salzldsung (Lonza, BioWhittaker,
#BE17-516Q, LOT 9mB096). Als Positivkontrolle wurde Staphylokokken-Enterotoxin
B (Sigma Aldrich; Taufkirchen, c¢=0,5ug/pl) mit Endkonzentration von 0,5ug/ml im

Well verwendet.
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Alter Geschlecht | Besonderheiten

Spender 1 44 m

Spender 2 49 m

Spender 3 23 w

Spender 4 29 m

Spender 5 30 m

Spender 6 55 m

Spender 7 24 w

Spender 8 51 w

Spender 9 22 w

Spender 10 21 w

Spender 11 43 m

Spender 12 21 w

Spender 13 56 w Nimmt das Antihypertensivum Lercandinipin
Spender 14 23 w

Spender 15 24 m

Spender 16 25 m 3 Tage vor der Erstimpfung leichte Erkaltung, kein

Fieber

Tabelle 2-1 Studiengruppe: Charakterisitika der Teilnehmer, die eine Grundimmunisierung
erhielten. Alter der Gruppe 21 — 56 Jahre, durchschnittlich 33,7 Jahre.
Geschlechtsverhaltnis: m:w=1:4

Alter Geschlecht | Besonderheiten
Spender B1 24 w
Spender B2 23 w
Spender B3 21 w
Spender B4 27 m
Spender B5 23 w

Tabelle 2-2 Boostergruppe: Charakteristika der Teilnehmer, die eine Boosterimpfung
erhielten. Alter der Gruppe 21 — 27 Jahre, durchschnittlich 23,6 Jahre.
Geschlechtsverhaltnis: m:w=1:1
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2.1.2 Antikorper
Die im enzym-linked-immunospot-assay (ELISPOT) verwendeten AntikOrper werden

in Tabelle 2.3 dargestellt.

Antikorper Verwendung

1-D1K IFN y-Primarantikorper

7-B6-1, biotinyliert IFN y-Sekundarantikérper

IL2-1 Interleukin 2-Primarantikorper
IL2-1l, biotinyliert Interleukin 2-Sekundarantikérper

Tabelle 2-3: Im ELISPOT eingesetzte Antikorper. Alle Antikorper wurden von Mabtech, Naka
Strand, Sweden in der Konzentration 1ug/ml bezogen

2.1.3 Zellkulturmedien
Die in der Studie fur die PBMC verwendeten Kulturmedien hatten folgende

Zusammensetzungen:

RPMI 1640 (Sarstedt) mit 2mM L-Glutamin, nicht essentiellen Aminosauren (8,9 mg/l
Alanin, 15mg/l Asparagin, 13,3 mg/l Asparaginsaure, 14,7 mg/l Glutaminsaure, 7,5
mg/l Glycin, 11,5 mg/I Prolin, 10,5 mg/l Serin), 2mM Natriumpyruvat

T-Zellmedium (TZM): 500ml RPMI mit 10% FCS mit 1% Penicillin/Streptomycin
(PAN, Aidenbach)

Fetales Kalberserum (FCS Gibco, Thermofischer Scientific, #10270, LOT41K1361K,

hitzeinaktiviert)
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendurchfiihrung

Zur Durchfuhrung der Studie konnten 16 Probanden (Spender 1-16) akquiriert
werden, die eine HBV-Grundimmunisierung winschten. Zur Impfung wurden je eine
Dosis Engerix B® (vgl. 2.1.2) am Tag 0, Tag 28 und nach 9 Monaten in den M.
deltoideus verabreicht. An den Tagen O, 2, 4, 7, 14, 21, 28, 35, vor Impfung nach 9
Monaten, und schlie3lich nach 9 Monaten und einer Woche wurden jedem Spender
50ml Blut entnommen. An Tagen mit Impfung fand die Blutentnahme jeweils vor
Applikation der Impfdosis statt. Unmittelbar nach den Blutabnahmen wurde nach
Isolation der PBMC der Elispot-Assay angesetzt.

Des Weiteren wurden als Kontrollen funf Probanden (Spender B1-5) im Rahmen
einer HBV-Boosterimpfung untersucht. Hierzu wurde am Tag O eine Dosis Engerix
B® verabreicht. An den Tagen 0, 2, 4, 7, 28 wurde Blut entnommen und dem obigen

Schema folgend verarbeitet.

2.2.2 Zellkulturtechniken

2.2.2.1 Gewinnung der PBMC
Die Blutgewinnung erfolgte Uber eine periphere Blutabnahme (Arm) mittels 21G
(0,8mm) Nadeln (Safety-Multifly®-Set, und 50ml Luer-LokTm-Spritze (BD-
Plastikpak, Spain) nach vorausgehender Hautdesinfektion. In die Luer-Lok-Spritzen
wurde zuvor unfraktioniertes Heparin (Heparin-Endkonzentration: 25 IU/ml) gegeben,
um eine Koagulation des Blutes zu verhindern.
Zur |solation der peripheren mononukledren Zellen (PBMC) wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation durchgefuhrt. Dazu wurden zunachst 50 ml
LeukosepTm-Rohrchen (Greiner bio-one, Frickenhausen) mit jeweils 15ml Pancoll
human (Dichte 1,077 g/ml, Pan Biotec, Aidenbach) befullt und fir 1 min bei 1000g
zentrifugiert. Im Anschluss wurde auf die Filter der Leukosep-Tubes 10ml steriles
PBS (Lonza, BioWhittaker, Phosphatgehalt 0,067 M) zur Verdlinnung des Blutes
aufgebracht. Im nachsten Schritt wurden 25ml Vollblut mittels Luer-Lock-Spritze in je
ein Tube uberfuhrt. Die eigentliche Dichtegradientenzentrifugation erfolgte fur 15 min
bei 800g (Ausschwingrotor). Die Lymphozytenpopulation wurde mittels einer
Pasteurpipette abgezogen. Schliellich wurden die PBMC zweimalig durch
Zentrifugation und anschlielende Resuspension mit PBS gewaschen.

10
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2.2.2.2 Bestimmung der PBMC-Konzentration und der ,viability“ der Zellen

Die Vergleichbarkeit von Elispot-Assays ist in besonderem Malle vom Einsetzen
korrekter Zellzahlen abhangig.

Daher wurde die Bestimmung der Zellkonzentration mittels eines elektronischen
Zahlgerats  (Beckman-Coulter-Counter)  durchgefuhrt.  Dabei erfolgt die
Zellkonzentrationsbestimmung mittels Impendanzmessung. Hierdurch kann auf das
Partikelvolumen und die Partikelmasse geschlossen werden. Der Ausschluss nicht-

vitaler Zellen im Beckman-Coulter-Counter erfolgte mittels Trypan-Blau-Farbung.

2.2.3 Immunologische Nachweismethoden

2.2.3.1 Bestimmung von Anti-HBs-Titer und Anti-HBc-Titer

Zur Bestimmung der Anti-HBs-Titer wurden unter sterilen Bedingungen aus 50ml
heparinisiertem Vollblut 10ml in ein separates Rohrchen Uberfuhrt und fur 10 min bei
100g zentrifugiert. Von dem uberstehenden Plasma wurde 1ml abgenommen und zur
Trennung von Thrombozyten erneut fur 10min bei 1000g zentrifugiert. Bis zur
Testung wurde das thrombozytenfreie Plasma bei -20°C gelagert. Nach dem
Auftauen der Probe wurden etwaige Prazipitate erneut zentrifugiert (10min, 1000g).
Zur Messung wurden je 250ul Plasma in einem automatisierten Immuno-Assay-
System (Abbott Architect i1000SR; Abott Deutschland, Wiesbaden) zur quantitativen
Bestimmung von Anti-HBs und zur Bestimmung von Anti-HBc eingesetzt. Der Abbott
Architect i1000SR arbeitet nach dem Prinizip eines Chemilumineszenz
Immunoassays (CMIA). Hierbei binden zu vermessende Antigendeterminanten an
AK-beschichtete Mikropartikel. Durch Hinzugabe eine Konjugats wird eine
Chemilumineszenzreaktion ausgelost. Die dann gemessenen relativen Lichteinheiten
sind direkt proportional zur Konzentration der Antigendeterminanten in der Probe. Mit
diesem Test werden Anti-HBsWerte ab 1 U/l sicher erkannt (Anti-HBs-Test: Architect
Anti-HBs; Anti-HBc-Test: Architect Anti-HBcAg II;).

2.2.3.2 Zytokin-Elispot-Assay zum Nachweis von reaktiven PBMC

Prinzip:

Mit Hilfe des enzyme-linked immunospot assay (ELISPOT) kdnnen HBsAg
spezifische PBMC anhand ihrer Zytokinsekretion detektiert werden. Das Testprinzip

gleicht einem herkdmmlichen Elisa. Im Gegensatz hierzu werden aber beim Elispot

11
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die Testplatten mit spezifischen gegen Zytokine gerichteten Antikdrpern beschichtet.
Die von den PBMC freigesetzten Zytokine werden gebunden, mittels
Detektionsantikorpern sichtbar gemacht und in einem Elispot-Reader (s.u.)

ausgewertet.

Durchfuhrung

PVDF-96-Well-Mikrotiterplatten  (MSIPN4550 Multiscreen  Filterplates, Merck
Millipore, Darmstadt) wurden unter sterilen Bedingungen mit 100yl eines
monoklonalen, gegen menschliche Zytokine gerichteten Antikdrpers Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Die Konzentration der Antikorper Anti-IFN y und Anti-IL2 (vgl. 2.1.4) lag
bei S5ug/ml. Zur Verdunnung wurde steriles PBS verwendet.

Am Folgetag wurde die Antikorperldsung abpipettiert und die Platte dreimalig mit je
200pl PBS gewaschen. Zur Blockierung / Absattigung unspezifischer Bindungsstellen
wurde je 200upl R10 hinzugefugt und fur mindestens 30 min bei 37°C inkubiert.
Anschlielliend wurde der Waschschritt erneut durchgefuhrt.

Zur Stimulation wurden zunachst HBsAg (50ul mit Endkonzentration Sug/ml;
freundliche Gabe von GlaxoSmithKline), sowie 50yl PBS (Negativkontrolle)
vorgelegt. Frisch isolierte PBMC wurden zu 5x10° PBMC / Well in einem Volumen
von 100ul TZM / Well (je 5 Replikate) eingesetzt. Je Spender wurde ein Well als
Positivkontrolle mit 50ul SEB stimuliert. AnschlieRend wurden die Mikrotiterplatten
bei 37°C und 5% CO; inkubiert (Brutschrank Heraeus Institutes, Langenselbold). Der
Inkubationszeitraum zur Stimulation betrug bei IFN y 24h und bei IL2 72h.
AnschlieBend wurden die Platten sechsmal mit unsteriler PBS-Waschlosung
gewaschen (PBS +0,05% Tween20; Merck; Darmstadt; 200ul/Well) und dann
wurden 100yl des jeweiligen biotinylierten Detektions-AK (Konz.= 1pug/ml)
hinzugefugt.

Die Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C Uber Nacht.
Danach wurde die Elispot-Platte erneut sechsmalig mit unsterilem PBS zur
Entfernung ungebundener AK gewaschen. Die Platten wurde anschlieRend mit 100pl
| Well von einem Strepatividin-alkalische-Phosphatase-Konjugat (MABTECH AB,
Naka Strand, Sweden; 1ug/ml in PBS unsteril) fur 2h bei Raumtemperatur oder
erneut bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Durch einen letzten Waschschritt wurde
Uberschussiges Konjugat entfernt. Durch Aufpipettieren von 100ul / Well einer
NBT/BCIP-Fertiglosung sowie einer ca. 10 minudtigen Inkubation bei Dunkelheit

(Dauer abhangig vom Alter der NBT/BCIP-LOsung) erfolgte die endgultige Detektion
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der Zytokin-Spots. Das Stoppen der hydrolytischen Dephosphorylierung des BCIP
durch die alkalische Phosphatase erfolgte durch das Abwaschen der Platten unter
Leitungswasser. Die Platten wurden anschlieBend getrocknet und bis zur
Auswertung bei Dunkelheit gelagert.

Die Auswertung der Elispot-Assays erfolgte mittels des AID robotic
Elispot/Fluorospot Readers (Autoimmun Diagnostika GmbH, Strassberg, Germany)
und der zugehadrigen AID Elispot 6.x Software. Dabei wurde durch die Software ein
IFN y-Spot als valide gewertet, wenn dieser ein Minimum der Intensitat (1) von 10, der
Grolle (S) von 80, sowie des Gradienten (G) (=Mal} fur den Farbunterschied vom
Mittelpunkt zum Rand des Spots) von 5 Uberschritt. Fur die Detektion von IL2-Spots
galten die Werte 12/160/19 (Intensitat/Sensitivitat/Gradient). Diese
Einstellungseigenschaften sind dem AID Elispot Reader eigen und wurden durch
Vorversuche ermittelt. Die gemessenen Ergebnisse werden in SFU gemessen (Spot
forming Units; #Spots / Well).

13
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2.2.4 Methodik der statistischen Auswertung

Die EDV-gestutzte statistische Auswertung gelang mittels 'R’ (R Foundation, Wien ,
Osterreich, Version 0.95.265 Open Source) und dem Package ,Exact Rank Tests’
(Version 0.8-24), sowie der Benutzeroberflache R-Studio 2.15.3 (RStudio, Boston,
MA, USA, Marz 2013). Zur graphischen Ausarbeitung wurden das R Package
,ggplot2’, Sigmaplot und Excel (Microsoft Office for Mac 2011, Version 14.3.5;

Microsoft, Redmont, Washington, USA) verwendet.

Zur Ermittlung der jeweiligen Signifikanz wurde der mit Antigen stimulierte Ansatz mit
der Negativkontrolle (d.h. die jeweils 5 Wells fur Stimulation und 5 Wells fur die
Negativkontrolle) verglichen. Gemeinhin wird der T-Test zur Signifikanzermittiung
unter Annahme von normalverteilten Ergebnissen herangezogen. Diese Annahme
wird bei einer sehr geringen Zahl von Einzelergebnissen hinfallig. Eine
Normalverteilung wurde fur die Daten dieser Arbeit nicht angenommen. Daher wurde
der Wilcoxon-Rangsummentest eingesetzt. Ein  gewodhnlicher  Wilcoxon-
Rangsummentest ist nicht im Stande, gleichwertige, ganzzahligen Ergebnisse zu
vergleichen. Daher wurde in dieser Arbeit der approximierende Wilcoxon-
Rangsummmen-Test verwendet. Hierfur konnte im Statistik-Programm R die

Funktion ,Wilcox.exact' verwendet werden (17).

Zur weiteren Einordnung eines Stimulationsergebnisses wurde der stimulierte Ansatz
des jeweiligen Zeitpunktes mit dem stimulierten Ansatz zum Zeitpunkt O verglichen
und auf Signifikanz gepruft (entspricht dem Signifikanzwert ,pval (stimOvsstim)’, vgl.
Anhang). Der Signifikanzwert des Vergleichs von stimuliertem Ansatz und
Negativkontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt wurde mit ,pval (stimvsneg) bezeichnet
(vgl. Anhang). Eine Signifikanz wurde bei pval < 0,05 angenommen. Abbildung 2.1

zeigt den in ,R’ verwendeten Programmiercode.
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Vergleich von Stim zur Negativkontrolle zum jeweiligen ZP

P <- function(x){
library(exactRankTests)

pval = NULL

pval <- vector(length=nrow(x))
k <- seq(1,nrow(daten)-1, by=2)
for (i in seq_along(k))

pvallk[i]] <- wilcox.exact(as.numeric(x[K[i],6:10]), as.numeric(x[k[i]+1,6:10]), alternative = "greater",
conf.level=0.95)$p.value}

return(pval)

}

P(daten)

Anmerkung: ,daten’ entspricht den SFU-Ergebnissen (s. Anhang — Rohdaten)

Vergleich von ZP0 stim zum jeweiligen zeitlich spater gelegenden ZPstim

Fir alle Laufe auRer Spender 1 Lauf 1
for (i in seq(33,613, by=20)) for(j in seq(0,18,by=2))
pval[i+j] <- wilcox.exact(as.numeric(daten[i,6:10]),
a as.numeric(daten]i+j,6:10]), alternative = "less", conf.level=0.95)$p.value
Fiar Lauf 1 Spender 1
for (i in seq(1,32, by=16)) for(j in seq(0,15,by=2))
pval1[i+j] <- wilcox.exact(as.numeric(datenli,6:10]),
as.numeric(daten[i+j,6:10]), alternative = "less", conf.level=0.95)$p.value

(Anmerkung: Aufgrund verminderten Anzahl von Blutentnahmen war ein separater Code notwendig. )

Abbildung 2-1: Programmiercode zur statistischen Auswertung in ,R’
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3 Ergebnisse

3.1 Vorstudie: Zellulare Antwort nach HBV-Boosterimpfung

Funf erwachsene Probanden, deren Grundimmunisierung gegen Hepatitis B tber 10
Jahre zurucklag wund die alle Anti-HBc-negativ waren, erhielten eine
Auffrischimpfung. Unmittelbar vor der Boosterimpfung und im Verlauf (Tag 2, 4, 7,
14, 21, 28 nach Boosterimpfung) wurden Blutenthahmen vorgenommen und auf Anti-
HBs im Enzymimmuntest sowie auf HBsAg-spezifische IFN-y- und IL2-produzierende
Zellen im Elispot untersucht. Die Probanden werden im Folgenden mit Spender B1-
BS bezeichnet.

3.1.1 Humorale Antwort nach HBV-Boosterimpfung

Bei drei Probanden konnten bereits zum Zeitpunkt der Boosterimpfung noch hohe
Anti-HBs-Titer nachgewiesen werden (373, 836 und 3237 IU/L). Spender B2 hatte
einen Titer von 2 IU/L, Spender B3 einen Titer von 39 IU/L. Bei allen Spendern
konnte eine Anti-HBs-Zunahme um mindestens Faktor 10 zwischen Tag 4 und Tag 7

nach Boosterimpfung beobachtet werden (Tabelle 3.1, Abbildung 3.1).
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Tabelle 3-1: Zeitlicher Verlauf der Anti-HBs-Titer (in IU/L) * nach
Boosterimpfung

ZP0 ZP2 ZP4 ZP7 ZP14 ZP21 ZP28
Spender B1 373 346 410| =>15000| >15000| >15000| >15000
Spender B2 2 3 2 246 7122 5695 3803
Spender B3 3237 3474 2005| >15000| >15000| >15000| >15000
Spender B4 39 40 40 6731| >15000| >15000| >15000
Spender B5 836 903 887| >15000| >15000| >15000| >15000

*Anti-HBs-Titer 2 1mIU/ml gelten als reaktiv.

Boosterimpfung: Zeitlicher Verlauf von Anti-HBs

100000

10000 v > - ——o—Spender B1
2 —&—Spender B2
§1000 Spender B3
= —

g 100 +Spender B4
35:, Spender B5
< 10

ZP0 ZP2 ZP4 ZP7 ZP14 P21 ZP28
Abbildung 3-1: Zeitlicher Verlauf von Anti-HBs nach Boosterimpfung.

Blutabnahmezeitpunkte: ZP0: Vor HBV-Impfung; ZP2: 2. Tag nach Impfung; ZP4: 4. Tag nach
Impfung etc.
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3.1.2 Bestimmung der HBsAg spezifischen zytokinproduzierenden PBMCs

nach Boosterimpfung

Die Ergebnisse der Zytokinbestimmung im Elispot sind in den Abbildungen 3.2-3.6
gezeigt. Die jeweils dritte (unterste) Abbildung zeigt die um die Negativkontrolle
bereinigte Zytokinaktivitat — d.h. die laut Literatur standardisierte Darstellungsweise.

Bei Spender B3 konnte eine IFN y- und Interleukin 2-Aktivitat bereits zum Zeitpunkt
der Boosterimpfung nachgewiesen werden (Spender B3 war auch der Proband mit
dem hochsten Anti-HBs-Titer von 3237 IU/L zum Zeitpunkt der Impfung). Alle Gbrigen
Spender wiesen lediglich unspezifische Aktivitaten auf. Bei allen Spendern konnte
aber bereits nach 48 Stunden eine neu aufgetretene IFN y-Sekretion gemessen
werden, welche bis auf einzelne Ausnahmen fur 28 Tage weiterbestand. Somit zeigte

sich IFN vy als dominierendes Zytokin.

Die Interleukin 2-Aktivitat war weniger stark ausgepragt. Abgesehen von Spender 2,
bei dem sich keine IL2-Sekretion nachweisen liel3, entwickelten aber alle Spender bis
zum Tag 28 eine IL2-Aktivitat.

Dieser Vorversuch zeigte, dass mit dem hier etablierten Nachweisverfahren IFN-y-
sezernierende PBMCs gut zu erfassen sind; die gefundenen Werte sind mit den
publizierten Ergebnissen ahnlicher Untersuchungen vergleichbar. Fur die
Bestimmung von IL2 gibt es keine Daten in vergleichbaren Kollektiven; immerhin

zeigt der Vorversuch die prinzipielle Nachweisbarkeit von IL2 sezernierenden Zellen.
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Abbildung 3.2: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in fiinf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.3: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in fiinf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.4: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in fiinf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.5: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in fiinf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.6: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in fiinf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groBer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.

Blutabnahme-
zeitpunkte:

ZPO:

Vor HBV-Impfung
ZP2:

2. Tag nach Impfung
ZP4:

4. Tag nach Impfung
etc.

ZP28:

28. Tag, vor 2. HBV-
Impfung

ZPM9:

9 Monate nach
Erstimpfung, vor
Boosterimpfung
ZPM9+1:

1. Woche nach
Boosterimpfung

23




Ergebnisse

3.2 Immunologische Untersuchungen zur frithen zellularen Immunantwort

nach erstmaliger HBV-Impfung

In der eigentlich dieser Arbeit zugrundeliegenden Studie wurde die durch die
Hepatitis B-Impfung vermittelte initiale zellulare Immunantwort an einem Kollektiv
bislang ungeimpfter Probanden (n=16) untersucht. Dabei sollte festgestellt werden,
wie schnell die spezifische zellulare Reaktion — im Vergleich zur humoralen — auftritt.
Das Kollektiv der Studie bestand aus Probanden, bei denen die Indikation zur HBV-
Impfung gestellt wurde. Alle wurden vor Erstimpfung auf Antikdrper gegen das Core-
Antigen (Anti-HBc) getestet, um auszuschlie3en, dass bereits mit HBV Infizierte in
die Studie aufgenommen wurden. Bei keinem Probanden konnte Anti-HBc
nachgewiesen werden. Unmittelbar vor der Impfung und in kurzen Abstanden
danach (an den Tagen 2, 4, 7, 14, 21, 28, 35) sowie zum Zeitpunkt der 3. Impfung im
Monat 9 und 7 Tage spater wurden Serum und Zellen (mononukleare Zellen des
peripheren Blutes, PBMC) gewonnen. Zur Untersuchung der impfinduzierten
zellularen Antwort wurden die Zellen in einem enzym-linked immunospot- (Elispot)-
Test eingesetzt. Dabei werden aktivierte mononukledre Zellen anhand ihrer
Zytokinsekretion charakterisiert. Die PBMC wurden mit rekombinantem HBsAg
stimuliert. In den gleichen Blutproben wurde auch die Anti-HBsKonzentration

bestimmt.

3.2.1 Humorale Antwort nach HBV-Impfung

Wie Tabelle 3.2 und Abbildung 3.7 zu entnehmen ist, wurde bei allen Probanden
eine humorale Immunitat (Anti-HBs) durch die Impfung induziert. Bei vier
Teilnehmern konnte innerhalb der ersten 4 Wochen nach Erstimpfung ein Anti-HBs-
Titer nachgewiesen werden, am fruhesten bei einem Probanden bereits nach 2
Wochen. Sechs Teilnehmer waren eine Woche nach der zweiten, am Tag 28
verabreichten Impfdosis positiv, weitere vier erst am Tag der Boosterimpfung nach 9
Monaten. Die Schutzgrenze von 10 U/l oder mehr erreichten erstmals ein Proband
am Tag 21, sieben am Tag 35, drei im Monat 9 (Zeitpunkt der Boosterimpfung) und
vier eine Woche spater. Lediglich Proband 13 erreichte auch nach der
Boosterimpfung nach 9 Monaten keinen protektiven Antikorper-Titer (Anti-HBs < 10
mlU). Bei diesem Probanden konnte am Tag 2 ein grenzwertiger Titer von 1,1
mIU/ml gemessen werden. Da in der Folge kein Titer mehr nachweisbar war, wurde

diese Messung als Ausreil3er gewertet. Eine eindeutige Korrelation der humoralen
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Antwort zu Geschlecht und Alter war nicht erkennbar.
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Erstimpfung: Zeitlicher Verlauf Anti-HBs
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Abbildung 3.7: Zeitlicher Verlauf Anti-HBs-Titer bei Grundimmunisierung
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Zeitgleich zur Isolation der PBMC fur das Elispot-Assay wurde der Anti-HBs-Titer

bestimmt. Titer =2 1mIU/ml gelten als reaktiv.
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Tabelle 3-2 Anti-HBs-Titer der Studiengruppe (in IlU/ml) *

ZP0 |ZP2 |ZP4 |ZP7 |ZP14 |ZP21 |ZP28 |ZP35 ZPM9 | ZPM9+1
Spender1 0,19 |0,21 0,19 |0,14 |unb. |unb. 0,64 0,55 21,29 2375
Spender2 0,21 |0,3 0,82 |0,21 0,46 |0,69 0,34 0,26 3,13 51,87
Spender3 0,5 0,56 |0,31 |[0,06 (097 |0,44 0,48 0,8 8,64 258,72
Spender4 0,23 |0,09 |0,13 |0,34 |0,19 |0,28 0,28 19,15 22,58 [624,9
Spender5 |0 0,09 |0,22 0,05 |29 5,96 4,52 8,27 36,05 |217,46
Spender6 0,03 [0,01 |0 0,07 |0 0,2 0 0 2,42 228,71
Spender7 |0 0,07 |0 0,19 |0 0,86 0,29 24,27 51,20 71,36
Spender8 |0 0,11 |0 0 0,72 |0,27 0,12 0,36 12,93 36,39
Spender9 (0,25 0,19 |0,3 0,27 0,68 |28,62 |71,25 |18542 |180,17 |15000,00
Spender 10 (0,15 |0,39 |0,14 |0,48 |0,23 |0,69 3,65 947,16 | 165,64 |15000,00
Spender 11 0,31 |0,2 0 0,11 10,12 (0,11 0,25 8,68 6,72 707,42
Spender12 0,14 |0,21 |0,21 |0,18 [0,19 |0,51 1,38 15,07 320,76 | 687,52
Spender 13 0,25 |1,10 |0,14 |0,24 |0,12 |0,32 0,35 0,90 1,58 8,29
Spender 14 (0,19 |0,18 |0,07 |0,24 |0,78 |0,62 0,90 46,33 314,32 |6713,60
Spender 15 (0,19 |0,19 |0,16 |0,31 |0,52 |0,13 0,06 14,25 41,13 [1817,58
Spender 16 0,31 [0,29 |0,02 |0,27 |0,09 |0,12 0,65 34,41 74,97 16325,54

*Anti-HBs-Titer 2 1mlU/ml gelten als reaktiv (erstmaliger Antikorpernachweis grau

unterlegt). Alle Probanden wurden zuvor Anti-HBc negativ getestet.
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3.2.2 Charakterisierung HBsAg-spezifischer PBMC anhand ihrer

Zytokinsekretion

Zur Charakterisierung der zellularen Immunantwort nach HBV-Impfung wurden die
16 Probanden im Verlauf der HBV-Grundimmunisierung (Impfung am Tag 0, Tag 28
und nach 9 Monaten) untersucht. Unmittelbar vor der ersten Impfung (Zeitpunkt O,
kurz ZP0) und an folgenden Tagen wurde Blut entnommen: Tag 2, 4, 7, 21, 28, 35,
nach 9 Monaten, sowie nach 9 Monaten (=ZPM9) und 7 Tagen(=ZM9+1).

Die frisch isolierten PMBC wurden im Elispot auf IFN y- und Interleukin 2-Sekretion
hin untersucht. Die Ergebnisse fur die einzelnen Probanden sind in den Abbildungen
3.8 - 3.23 dargestellt, die Tabelle 3.3 zeigt die positiven Ergebnisse der gesamten
Gruppe. Aus Abbildung 3.24 lasst sich ersehen, wie viele Probanden im Laufe der

Studie erstmals eine positive Reaktion zeigten.
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Abbildung 3.8: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groBer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt O
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.9: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.10: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.11: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.12: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.13: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.14: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x1 0° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groBer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt O
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.15: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.16: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.17: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groBer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt O
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 2.18: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.19: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.

Blutabnahme-
zeitpunkte:

ZPO:

Vor HBV-Impfung
ZP2:

2. Tag nach Impfung
ZP4:

4. Tag nach Impfung
etc.

ZP28:

28. Tag, vor 2. HBV-
Impfung

ZPM9:

9 Monate nach
Erstimpfung, vor
Boosterimpfung
ZPM9+1:

1. Woche nach
Boosterimpfung

40




Ergebnisse

IFN y -Antwort BSumme
250 10000
o —_—
=200 1000 E
o 5 OSumme signifikant
= gegenliber
= 150 100 g Negativkontrolle
-
b3 7]
100 10 I
- é B Summe signifikant
o | c gegeniiber
LUJI- 50 1 < Negativkontrolle und ZP 0
0 0,1
. £ ® Anti-HBs
1%} 1%}
ZP0O ZP2 ZP4 ZP7 ZP14 ZP21 ZP28 ZP35 ZPM9 ZPM9+
w0l e |z | e | e | e | e | o e | o
| IFNy
. Blutabnahme-
Interleukin 2-Antwort zeitpunkte:
250 10000 ZPO:
13) Vor HBV-Impfung
=200 = ZP2:
m 1000 £ 2. Tag nach Impfung
o ) ZP4:
o 150 100 E 4. Tag nach Impfung
- ~ etc.
X 4 ZP28:
~ 100 10 T 28. Tag, vor 2. HBV-
- = Impfung
o c
b 50 1 < ZPM9:
9 Monate nach
Erstimpfung, vor
0 0,1 Boosterimpfung
ZPM9+1:
1. Woche nach
Spender 13| Boosterimpfung
| Interleukin 2 |
Um Negativkontrolle bereinigte Stimulationsantwort
35 10000
g 30 —
1000 E
o
o 25 5
3 20 100 E
* n
n 1]
15 m o @
E 10 1 3
0 5 -
0 - > ~ HN > oy > oy > oy 0’1
z = z|=2 z|=2 z|=2 z| 2
[r= S S S S
ZP0O | ZP2 | ZP4 | ZP7 | ZP14 | ZP21 | ZP28 | ZP35 | ZPM9 iPM9+|I Spender 13

Abbildung 3.20: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x1 0° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.

41



Ergebnisse

IFN y -Antwort BSumme
250 B
. 10000
g 200 —
- 1000 E
E g OSumme signifikant
= gegenliber
= 150 100 é Negativkontrolle
3 8
100 0 T
- é B Summe signifikant
=) [ gegenuber
LUJI- 50 1 < Negativkontrolle und ZP 0
0 0,1
® Anti-HBs
ZP35 | ZPM9 iPM9+|| spender 14
| IFNy
Interleukin 2-Antwort Eéli’ttg::lfg"e'
400 - - 10000 ZPO:
0350 . \Z/grz:HBV-Impfung
E 300 - 1000 g 2. Tag nach Impfung
o =) ZP4:
e 250 - 100 g 4i Tag nach Impfung
=< 200 etc.
X 4 ZP28:
150 =10 T 28. Tag, vor 2. HBV-
- = Impfung
2100 >
P -1 < ZPMo:
50 9 Monate nach
| Erstimpfung, vor
0 0,1 Boosterimpfung
ZPM9+1:
- 1. Woche nach
7 | ZP14 | ZP21 | ZP28 | ZP35 | ZPM9 iPMQ || Spender 14 Boosterimpfung
| Interleukin 2 |
Um Negativkontrolle bereinigte Stimulationsantwort
250 B
° 10000
g 200 =
= - 1000 E
o 2
& 150 - 100 E
* n
0]
100 - 10 I
o) €
(I-I,; 50 -1 <
0 - > - 0,1
g
ZP0O |ZP2 | ZP4 | ZP7 | ZP14 | ZP21 | ZP28 | ZP35 | ZPM9 iPM9+|I Spender 14

Abbildung 3.21: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.22: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.

Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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Abbildung 3.23: Spezifische zellulare Antwort nach HBsAg-Stimulation von PBMC im Elispot.
Pro Zeitpunkt wurden 5x10° PBMC unter Stimulation mit 5ug/ml HBsAg in finf Replikaten angesetzt und fir 24h (IFN
y) bzw. 72h (IL2) inkubiert. Die Simulationsantwort wird in spot forming units (SFU) wiedergegeben. Die Probe wurde
als positiv gewertet, wenn der stimulierte Ansatz signifikant gréRer als die Negativkontrolle war (Balken gelb hinterlegt).
Stimulierte Ansatze, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum Zeitpunkt 0
waren, sind rot hinterlegt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des approximierten Wilcoxon-Rangsummentest ermittelt.
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ZP0"* ZP2 ZP4 ZP7 ZP14 P21 ZP28' ZP35 ZPM9* ZPM9+1
Sp 1 JIFN y/IL2 [IFN y* IFN y*/IL27IL2* n.u. n.u. IFN y IFN y*
Sp 2 IL2* IFN y* IFN y* IFN y
Sp3 |IFN y IFNy IFN y/IL2 |IFNy IFNy/IL2 |IL2*
Sp 4 IL2* IL2* IFN y
Sp 5 IFN y* IFN y* IL2*
Sp 6 IL2 IL2 IL2
Sp7 IL2* IFN y* IL2* IFN y*/IL2*IL2 IFN y*/IL2*IFN y*/IL2*
Sp 8 |IFN y IFN y/IL2* |[IFN y IFN v/IL2* |IFN y IFN y* IFN y* L2
Sp 9 IL2 IFN y IFN y IFN y* IFN y*/IL2 [IFN y*/IL27IL2
Sp 10 IFN y/IL2* [IFN y IFN y/IL2* IFN y L2* IFN y/IL2
Sp 11 |IFN y IFN y IL2 IFN y
Sp12  |IFNy IFN y IL2 IFN y IL2
Sp 13 IFN y
Sp 14 IFN y/IL2 |IL2 IL2* IFN y/IL2 |IL2* IFN y/IL2
Sp 15 IFN y* IFN y IFN y*
Sp16  |IFNy IL2* IFN y* IFN y* IFN v*
Summe**| 6 4 7 11 5 6 9 12 8 9

Tabelle 3-3: Statistisch signifikante Nachweise von IFN y und IL2 nach priméarer Immunisierung
* Messung einer Zytokinaktivitat, die signifikant groRer als die Negativkontrolle und als der stimulierte Ansatz zum
Zeitpunkt O waren,

**Summe der signifikanten zellularen Aktivitaten zum jeweiligen Zeitpunkt

+ Tage an den eine Impfdosis appliziert wurde

Graue Schattierung: Erstnachweis einer signifikanten zellularen Aktivitat des jeweiligen Probanden

ZPO0 = Tag der ersten Impfung, ZP2 = Tag 2 nach Impfung, etc.; ZPM9 = 9 Monate nach Impfung, ZPM9+1 =9
Monate und eine Woche nach Erstimpfung

Summe der Erstnachweise einer zellularen
Immunantwort

16

14

12

10 /

8

6 -

4

2

ZP0+ ZP2 ZP4 ZP7 ZP14 ZP21 ZP28+ ZP35 ZPM9+ ZPM9+1
Blutentnahmezeitpunkte

Abbildung 3-24: Graphische Darstellung der Tabelle 3.3

Gezeigt wird die Summe aller Erstnachweise einer signifikanten zellularen Aktivitdt zum jeweiligen Zeitpunkt ab
ZPO0. Bei 16 Spendern ist der Maximalwert daher 16. Somit konnten am Tag 7 nach der ersten HBV-Impfdosis
bei 13 von 16 Spendern (81%) bereits eine zellulare Zytokinaktivitdt nachgewiesen werden. (+) Tage an den eine
Impfdosis appliziert wurde
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Unter den 16 Probanden, deren Blut wahrend der Grundimmunisierung im Verlauf
von 9 Monaten untersucht wurde, kristallisierte sich kein Sekretionsprofil von IFN y
und Interleukin 2 heraus, welches allen Teilnehmern gemein ware.

In sechs Fallen konnte bereits vor Immunisierung eine eindeutige IFN y-Aktivitat
nachgewiesen werden (Probanden 1, 3, 8, 11, 12, 16). Eine spezifische IL2-Aktivitat
konnte nur bei einem der Probanden (Proband 1) unmittelbar vor der Impfung
beobachtet werden. Acht Probanden zeigten innerhalb von 96 h nach der ersten
Impfung eine spezifische Zytokinaktivitat: zwei waren nur IFN y-positiv (Nr. 3, 12),
zwei nur IL2-positiv (Nr. 9, 16), vier wiesen sowohl IFN-y- als auch IL2-produzierende
Zellen auf (Nr. 1, 8, 10, 14). Sechs dieser Teilnehmer zeigten bereits vor der ersten
Impfung eine spezifische IFN-y- (3, 8, 11, 12, 16) bzw. eine spezifische IFN-y-und
IL2- (1) Reaktion. Nach 7 Tagen konnte bereits bei 13 von 16 Teilnehmern (81%)
eine spezifische zellulare Immunantwort nachgewiesen werden. Die drei
verbliebenen Probanden zeigten eine erste zellulare Reaktion am Tag 14 (Nr. 5, IFN
v), Tag 21 (Nr. 6, IL2) bzw. im Monat 9 (Nr. 13, IFN y). Damit liel3 sich bei allen
Teilnehmern der Nachweis einer HBsAg-spezifischen zellularen Reaktion erbringen.
Dreizehn der 16 Probanden zeigten sowohl IFN-y- als auch IL2-Aktivitaten. Bei zwei
Teilnehmern (Nr. 13, 15) konnten nur IFN-y-sezernierende Zellen nachgewiesen
werden, Proband Nr. 6 zeigte nur IL2-Aktivitat. Fasst man IFN-y- und IL2-Aktivitaten
zusammen, so zeigen sich Gipfelpunkte der Aktivitaten am Tag 7 (11 Teilnehmer
positiv, 14 positive Einzelwerte) und am Tag 35 (eine Woche nach der zweiten
Impfung: 12 Teilnehmer positiv, 14 positive Einzelwerte) (Tabelle 3.3).

Die Abbildungen 3.25 - 3.26 verdeutlichen den zeitlichen Bezug des Erstnachweises
einer zellularen Immunantwort nach HBV-Impfung zum Auftreten von Anti-HBs. Die
Graphen zeigen jeweils fur IFN y und Interleukin 2, dass eine zellulare Reaktivitat

einer Ausbildung von Antikorpern deutlich vorausgeht.

Abbildung 3.27 zeigt die zeitliche Entwicklung der zellularen und humoralen Antwort
der gesamten Studiengruppe. Hierbei wurde die Summe aller signifikanten
Nachweise von IFN vy, IL2 und Anti-HBs von allen Spendern fur den jeweiligen
Zeitpunkt aufsummiert. Aus der Graphik ist unmittelbar ersichtlich, dass IFN y in der

frdhen zellularen Immunantwort das dominierende Zytokin ist. Hinzu tritt dann
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Interleukin 2. Erst ab Tag 14 ist ein Anstieg der humoralen Immunantwort zu
verzeichnen.

Das Zytokinprofil von Spender 13 gilt es besonders hervorzuheben. Einzig nach
neun Monaten ist eine statistisch signifikante, aber dennoch sehr niedrige IFN y
einmalig nachzuweisen. Auch Anti-HBs ist erstmals zu diesem Zeitpunkt messbar.
Das restliche Zytokinprofil zeigt lediglich unspezifische Aktivitaten. Hierunter sind
auch uberhdhte Negativkontrollen zu verzeichnen. Bei dem Spender handelte es sich

um eine 56-jahrige Frau ohne nennenswerte Vorerkrankungen.
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Erstnachweis einer spezifischen zellularen Antwort im zeitlichen Bezug zum

Auftreten einer ersten humoralen Antwort
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Abbildung 3-25 und 3-26: Zeitlicher Bezug der Ausbildung von Anti-HBs zum Erstnachweis einer
zellularen Antwort (IFN y / Interleukin2) zur humoralen Antwort.
Alle Datenpunkte hoben sich signifikant von der Negativkontrolle ab, die Signifikanz zum ZP0 wurde nicht gepruft.
Bei Spender 6 konnte keine signifikante IFN y-Sekretion nachgewiesen werden. Spender 13 / 15 blieben ohne

Nachweis einer signifikanten Interleukin 2-Sekretion.
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Ein eindeutiges Zytokinmuster, das der zellularen Reaktion aller Probanden gemein
ware, liel} sich nicht erkennen. Dennoch kristallisierte sich unter einigen Probanden
die Tendenz zu einem diskreten Muster heraus. Den Probanden Nr. 2, 7, 9 und 16
war gemein, dass zunachst nur eine IL2-Sekretion zu messen war. Meist eine Woche
spater folgte darauf eine IFN y-Aktivitat, worauf sich sukzessive eine humorale
Antwort entwickelte.

Die Anzahl der zytokinsezernierenden PBMC im Elispot variierte zwischen den
Spendern stark. Demnach lag die Frequenz HBs-Ag spezifischer PBMC bei
durchschnittlich 12,3 / 10° PBMC (2,5 - 47,9 / 10° PBMC).

3.2.3 Hintergrundaktivitat und uberschieBende Negativkontrollen

In der Vorstudie wie in der eigentlichen Untersuchung konnten zum Tell
unspezifische Zytokinaktivitdten gemessen werden, die hoher waren als die
Aktivitaten nach spezifischer Stimulation. Dieses Phanomen war vor allem beim
Interleukin 2 sehr ausgepragt. Geringfligige Unterschiede lassen sich mit durch die
Schwankungsbreite bei insgesamt kleinen Zahlen der zytokinsezernierenden Zellen
erklaren, fur die in einigen Fallen aber sehr deutlichen Unterschiede mit signifikant
hoheren Werten in der Negativkontrolle (wie z.B. bei den Spendern 3, 4, B1, B2, B3)
muss man wohl andere Ursachen annehmen, auf die in der Diskussion eingegangen

werden soll.
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Abbildung 3-27: Zeitliche Entwicklung der zellularen und humoralen Inmunantwort.

Zum jeweiligen Zeitpunkt wurden die signifikanten Nachweise von IFN vy, Interleukin 2 und Anti-HBS von allen
Spendern aufsummiert.

Blutabnahmezeitpunkte: ZP0: Tag 0 vor HBV-Impfung; ZP2: 2. Tag nach Impfung; ZP4: 4. Tag nach Impfung
etc.
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4 Diskussion

4.1 Der Elispot Assay als geeignete Methodik zum Nachweis einer frithen

zellularen Immunantwort nach HBV-Impfung

Fir die HBV-Impfung konnte gezeigt werden, dass nach Exposition mit dem
Hepatitis-B-Virus durch eine aktive Impfung Infektionen verhindert werden konnen.
Als protektiv gilt das Vorhandensein von neutralisierenden Antikorpern (Anti-HBs)
nach HBV-Impfung. Dennoch konnte ein friher Impfschutz auch ohne Nachweis von
Anti-HBs zu bestehen. Bislang wurden insbesondere keine Untersuchungen der
frdhen zelluldaren Immunantwort nach Hepatitis-B-Impfung durchgefuhrt (vgl.
Abbildung 4.1). Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einer frihen zellularen

Immunantwort nach HBV-Impfung.

Trotz groRer Bemihungen die =zellulare Immunitdt nach HBV-Impfung zu
charakterisieren, gibt es bislang keine Daten zur zellularen Immunantwort innerhalb
der ersten 4 Wochen nach HBV-Impfung. Einzelne Studien betrachteten jedoch
bereits die spezifische zellulare Aktivitat nach Abschluss der HBV-
Grundimmunisierung (18-24). Hierbei kamen verschiedene Methoden zum Einsatz:
Proliferation Assay, Elispot, fluorescence activated cell sorting (FACS). Der Literatur
war zu entnehmen, dass das Vorkommen von HBsAg spezifischen T-Lymphozyten
mit eine Haufigkeit von 1,66-3,44 / 10° PBMC angegeben wird (25). Uber die
Sensitivitat der unterschiedlichen Methoden konnten nur wenige Angaben in der
Literatur gefunden werden. Die Sensitivitat des Elispot wird mit 1/300.000
angegeben(24). FACS unterstutzte Methoden (intrazelluléres Staining, Cytokin
Secretion Assay) werden mit einer Sensitivitat von 1/1000 bis 1/56000 angegeben
(Desombere et al. 2004; Herstellerangaben von Miltenyi,Bergisch Gladbach).
Aufgrund der hoheren Sensitivitat wurde fur diese Arbeit der Elispot-Assay gewahlt.
Als Nachteil des Elispot gegenuber dem Cytokin Secretion Assay ist zu nennen, dass
Zytokin sezernierende Zellen nicht weiter an Hand der Oberflachenantigene

analysiert werden kdnnen.
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Abbildung 4.1: Graphische Literaturubersicht

Zeitlich wird der Untersuchungszeitraum nach Erstimpfung und die Untersuchungszeitrdume
der Studien abgetragen. Die vertikalen gestrichelten Linien markieren die Zeitpunkte der
Impfungen. Vertikale Markierungen der Studienzeitrdume verdeutlichen die Zeitpunkte der
Blutentnahmen. In dieser Arbeit wurde abweichend die Boosterimpfung nach 9 Monaten
appliziert.
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Desombere und Mitarbeiter (2004) konnten eindrucksvoll zeigen, dass die IFN y-
Sekretion von PBMC nicht selbstverstandlich T-Lymphozyten zugeordnet werden
konnen. Ein Groliteil (80%) der IFN y produzierenden Zellen war den NK-Zellen
(CD56%/CD8) zuzuordnen. Nur 4,2% der aktivierten Zellen waren Th-Zellen. Des
Weiteren konnten auch zytotoxische T-Zellen nachgewiesen werden. In dieser Arbeit
wurde daher auf die weitere Fraktionierung der PBMC mittels magnetic acitvated cell
sorting (MACS) verzichtet. Es sollten so keine Zellpopulation im Vorhinein von der
Messung ausgeschlossen werden. Die ex vivo gewonnenen PBMC sollten moglichst
wenig durch etwaige Aufbereitung manipuliert werden und im sensitiven Elispot
vermessen werden. Aus denselben Beweggrinden wurde auf eine

Kryokonservierung der PBMC verzichtet.

De Rosa und Mitarbeiter konnten erstmals zeigen, dass IFN y keineswegs das
alleinig vorherrschende Zytokin der T-Zellen nach Stimulation mit rekombinantem
HBsAg ist(19). De Rosa et al. untersuchten die Zytokinsekretion von T-Zellen nach
abgeschlossener HBV-Grundimmunisierung bzw. nach HBV-Boosterimpfung mittels
intrazelluldrer Farbung von PBMC im FACS. Uberraschender Weise sezernierte ein
GroRteil der CD4*-T-Zellen Interleukin 2 und nicht IFN y. Litiens und Mitarbeiter
gelang es CD4"-T-Effector-Memory-Zellen (Tem) zu identifizieren, die sich durch die
Sekretion von Interleukin 2 auszeichneten. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass diese Zellen und die Sekretion von Interleukin 2 entscheidend bei der
Differenzierung von Memory-B-Lymphozyten zu Anti-HBs produzierenden
Plasmazellen sind(26). Die Wahl der zu untersuchenden Zytokine in der hier

vorliegenden Studie fiel daher auf Interferon y und Interleukin 2.
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4.2 UberschieRende Negativkontrollen

Jedes hoch sensitive Testverfahren birgt die Gefahr von unspezifischen Messungen.
Dies qilt auf fir das Elispot Assay. Auch fur diese Studie wurden grol3e Bemuhungen
betrieben eine unspezifische Aktivierung der PBMC zu verhindern und somit letztlich
die Hohe der Negativkontrollen moglichst gering zu halten. Dennoch konnte bei
vielen Spendern unspezifische Zytokinaktivitaten beobachtete werden. Die
wahrscheinlichste Erklarung dafur durften inapparente Infekte sein, die zu einer
ausgepragten Zytokininduktion fuhrten. Interleukin 2 schien hiervon haufiger als

Interferon vy betroffen zu sein.

Ebenso unklar ist das allerdings deutlich seltener auftretende Phanomen, dass in
einigen Fallen die Negativkontrollen wesentlich hoher als die stimulierten Proben
ausfielen (vgl. 3.2.3). Einzig eine aktive Inhibition des stimulierten Ansatzes konnte
dafur eine mogliche Erklarung bieten. Schmidt und Mitarbeitern(27) konnten zeigen,
dass T-regulatorische-Zellen (CD4*CD25"Foxp3*) die Aktivierung von NF-kB in T-
Zellen herunterregulieren konnen. Auf diese Weise konnte die Sekretion von

Effektorzytokinen, wie Interferon y und Interleukin 2, supprimiert werden.
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4.3 Fruhe Zytokinsekretion moglicher Weise als Ausdruck des angeborenen

Immunsystems?

Wie bereits gezeigt wurde (vgl. Desombere 2004) kann aus dem Nachweis einer

IFN y- / Interleukin 2-Sekretion nicht selbstverstandlich auf dem Nachweis von T-
Lymphozyten geschlossen werden. Somit kann aus der in dieser Studie
beobachteten Zytokinsekretion nicht ohne Weiteres auf einzelne Zellpopulationen
geschlossen werden. Unter Berucksichtigung der Literatur gibt es jedoch Anlass zu

begrundeten Spekulationen.

Unter den Probanden, die wahrend einer HBV-Grundimmunisierung beobachtet
wurden, konnte eine sehr frihe Interferon y-Sekretion nachgewiesen werden. Bei
einzelnen Probanden wurde diese bereits vor der ersten Impfung beobachtet. Da alle
Patienten HBcAg negativ getestet wurden, ist eine Reaktivierung des Immunsystems
nach uberstandener HVB-Infektion ausgeschlossen. Da eine zellulare Reaktivitat in
Form einer Interferon y-Sekretion schon kurz nach der Impfung bzw. schon vor der
Impfung vorlag, ist es unwahrscheinlich, dass es sich hierbei um eine Reaktion des
adaptiven Immunsystems handelt.

Die bereits oben genannte Arbeit von Desombere und Mitarbeitern betrachteten
PBMC mittels Cytokin Secretion Assay von Probanden vor einer Erstimpfung und 6
Wochen danach. Nach der Impfung konnte ein hoher Anteil der IFN y sezernierenden
PBMC als NK-Zellen identifiziert werden. In einer Folgestudie(20) zeigte sich, dass
insbesondere bei einer Stimulationsdauer der PBMC mit HBsAg von 24 Stunden
vorwiegend NK-Zellen aktiviert werden und IFN y sezernieren. Dies ist aber auch die
in dieser Studie gewahlte Stimulationsdauer. Fur diese Arbeit kann also
angenommen werden, dass die beobachtete frihe IFN y- Aktivitat vorwiegend den
NK-Zellen zuzuordnen ist. Diese NK-Aktivitat ist aber wahrscheinlich eine Folge der
Aktivierung von T-Zellen und somit als ein indirekter Hinweis fur spezifische T-Zellen
zu werten (vgl. Desombere 2005). Eine Interleukin 2-Sekretion wurde von
Desombere et al. nicht betrachtet. Zu bedanken ware, dass die T-Zellen zwar einen
kleinen Anteil unter der PBMC darstellen, sie funktionell jedoch trotzdem die

entscheidende Zellpopulation sind.
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Andere Arbeiten betrachteten lediglich T-Lymphozyten nach Abschluss der
Grundimmunisierung ohne hierbei NK-Zellen zu berlcksichtigen. Als weitere
Erklarung der bereits vor der Impfung beobachteten IFN y-Aktivitdt muss auch das
Vorliegen einer Kreuzreaktion in Betracht gezogen werden. Auch dieses Phanomen
ist bereits vorbeschrieben. Schliel3lich sind HBsAg-spezifische T-Zellen auch in
Personen nachgewiesen worden, die keinerlei Hepatitis-B-Marker aufwiesen, aber

Sexualpartner von Patienten mit chronischer Hepatitis B waren (28).

Wie bereits beschrieben, gab es in der vorliegenden Arbeit Hinweise auf ein
diskretes Zytokinmuster im Rahmen einer spaten zellularen Immunantwort (siehe
3.1.2). Im Rahmen der Grundimmunisierung folgte hierbei auf eine Interleukin 2-
Sekretion eine IFN y-Aktivitat, welche schliellich mit dem Nachweis von Anti-HBs
assoziiert war. Da dieses Reaktionsmuster im Abstand von 2-4 Wochen nach der
ersten Impfung auftrat, liel} dies eher an eine Reaktion des adaptiven Immunsystems

denken.

Im gleichen zeitlichen Abstand zur einer HBV-Impfung konnten Litjens und
Mitarbeitern(26) IL2-sezernierende Ten-Zellen nachweisen, welche an der
Ausbildung von B-Lymphozyten zu AK-produzierenden Plasmazellen eine
entscheidende Rolle zu tragen scheinen. Diese IL2 positiven Tem-Zellen traten
gleichzeitig mit IFN y-sezernierenden CD4"-T-Zellen auf. Das Sekretionsmuster und
der zeitliche Verlauf dieser Arbeit, sowie die Verbindung zur Entwicklung von Anti-
HBs weisen einige Parallelen zum in dieser Arbeit beobachteten Sekretionsmuster.
Bei Litiens und Mitarbeiten konnten die Beobachtungen zwei Wochen nach der
Boosterimpfung ( 6 Monatsimpfung) gemacht werden. Das Muster in der
vorliegenden Arbeit konnte meist 3-4 Wochen nach der ersten HBV-Impfung
verzeichnet werden und konnte auch nicht bei allen Spendern nachgewiesen

werden.

Litiens et al. konnten weiterhin zeigen, dass die IL2 positiven Tem-Memory-Zellen
auch nach durchschnittlich 9 Jahren noch mit der HOhe des Anti-HBs-Titers korreliert
waren. Die vorliegende Studie konnte nur bedingt Hinweise fur diese Zellpopulation

finden. Das dominierende Zytokin der zellularen Immunantwort nach Boosterimpfung
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in dieser Studie war IFN y. Weiterhin war zu beobachten, dass insbesondere
Spender B2 keine spezifische Interleukin 2-Aktivitat entwickelte. Dieser Spender
konnte vor der Boosterimpfung lediglich einen Anti-HBs-Titer von nur 2,2 mlU/ml
vorweisen. Hierbei ist ein unmittelbarer Zusammenhang mit den Ergebnissen von
Litiens und Mitarbeitern zu sehen. Diese konnten zeigen, dass bei low respondern (in
diesem Fall dialysepflichtigen Patienten) nur vereinzelt bis keine IL2"-T.y,-Zellen
nachgewiesen werden konnten. Auch bei Spender B2 schien ein niedriger Titer mit

dem fehlenden Nachweis von Interleukin 2 assoziiert zu sein (vgl. 4.2).

Zusammenfassend gilt es zu betonen, dass diese Studie erstmals die frihe zellulare
Immunantwort nach HBV-Impfung betrachtete.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass bereits nach 96 Stunden bei 44 % der Spender
eine HBsAg spezifische Immunantwort nachgewiesen werden konnte. 25% der
Spender wiesen bereits vor HBV-Impfung eine signifikante Zytokinaktivitat auf.
Aufgrund des Studienaufbaus lassen sich die Interleukin 2- bzw. IFN y-Aktivitat
keiner speziellen Zellpopulation zuordnen. Es gibt allerdings starke Hinweise, dass
moglicherweise NK-Zellen fur diese fruihe HBsAg-spezifische Aktivitat in Betracht
gezogen werden mussen. Zur Durchfuhrung derartiger Studien ware daher eine
Nachweismethode wulnschenswert, die die Sensitivitat des Elispot und die
Aussagekraft eines FACS basierten mulitpanel cytokin secretion assay miteinander

verbindet. Eine solche Technologie ist derzeit jedoch nicht verfugbar.
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5 Zusammenfassung

Nach  EinfUhrung des  Hepatitis-B-Impfstoffs =~ wurde die  aktiv-passive
Postexpositionsprophylaxe etabliert, d.h. die sofortige postpartale aktive Impfung in
Kombination mit einer ebenfalls unmittelbar nach Geburt vorgenommenen
Immunglobulingabe. Man nahm an, dass die Infektion durch die Gabe des
Immunglobulinpraparates verhindert wurde und die aktive Impfung eine bleibende
Immunitat erzeugte, die auch nach dem Verschwinden der tUbertragenen Antikdrper
eine spatere Infektion unterband. Spatere Studien konnten nun allerdings zeigen,
dass auch die aktive Impfung allein sofort nach Geburt eine Infektion bzw.
Chronifizierung unterbinden konnte. Ahnliches sah man nach einer alleinigen
postexpositionellen aktiven Impfung nach Kontakt mit HBV durch eine
Nadelstichverletzung. In beiden Fallen konnten nicht die Antikorper die Infektion
verhindert haben, denn die Antikorperproduktion nach der aktiven Impfung kann in
den meisten Fallen erst nach etlichen Tagen bzw. Wochen nachgewiesen werden.
Hier tauchte nun die Frage auf, ob nicht eventuell frihe zellulare Immunphanomene
an der Unterdrickung der Infektion beteiligt sein konnten. Versuche in humanisierten
transgenen Mausen liel3en darauf schliel3en, dass auch impfinduzierte T-Helferzellen
die Virusreplikation — und damit das Fortschreiten der Infektion — verhindern kdnnen.
Bis heute gibt es allerdings nur wenige Hinweise darauf, wann nach einer Impfung
diese Zellen gebildet werden. In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht
werden, wie schnell im Laufe einer Grundimmunisierung gegen Hepatitis B eine

HBsAg-spezifische zellulare Immunantwort auftritt.

Zur Evaluation des fur die Studie etablierten hochsensitiven Elispot-Test wurden
zunachst funf Probanden untersucht, die >10 Jahre nach einer Hepatitis-B-
Grundimmunisierung eine Boosterimpfung erhielten und bei denen eine zellulare
Immunantwort zu erwarten war. Hierzu wurde den Spendern nach HBV-
Boosterimpfung im Verlauf der ersten 28 Tagen sechsmal Blut enthommen und auf
eine spezifische IFN y- / IL2-Aktivitat untersucht. Drei Spender wiesen vor der
Boosterimpfung einen Anti-HBs-Titer >100mlIU/ml, einer <100mIU/ml und ein
weiterer <10mIU/ml auf. Bei allen funf Probanden konnte ein Anti-HBs-Anstieg
zwischen Tag 4 und Tag 7 nach der Impfung beobachtet werden. Lediglich ein

Proband wies zum Zeitpunkt der Impfung eine spezifische Interferon y- und
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Interleukin 2-Sekretion auf. Bei allen Probanden konnte nach 48h eine signifikante
IFN y-Aktivitat nachgewiesen werden. Weiterhin konnte bei einem Grofdteil der
Probanden ein ahnliches diskretes Zytokinsekretionsmuster beobachtet werden:
Unter einer fur 28 Tage fortbestehenden IFN y-Aktivitat entwickelte sich eine diskrete
Interleukin 2 Aktivitat am Tag 21 bzw. 28.

Der Vorversuch zeigte, dass mit dem hier etablierten Nachweisverfahren IFN y-
sezernierende PBMCs gut zu erfassen sind; die gefundenen Werte sind mit den
publizierten Ergebnissen ahnlicher Untersuchungen vergleichbar. Fur die
Bestimmung von IL2 gibt es keine Daten in vergleichbaren Kollektiven. Der
Vorversuch zeigte immerhin die prinzipielle Nachweisbarkeit von IL2 sezernierenden
Zellen.

Fur die eigentliche Studie wurden 16 Probanden wahrend einer Hepatitis-B-
Grundimmunisierung beobachtet. Am Tag der Erstimpfung sowie 2, 4, 7, 14, 21, 28,
35 Tage, 9 Monate, und 9 Monate und eine Woche nach Impfbeginn wurde den
Probanden Blut entnommen. Anschlielend wurden die frisch isoliete PBMC im
Elispot unter Stimulation mit HBsAg auf eine spezifische Interferon y- und Interleukin
2-Sekretion untersucht.

13 der 16 Spender entwickelten erst nach der zweiten Impfung am Tag 28 einen
Anti-HBs-Titer, nur bei drei Spendern konnte ein Anti-HBs-Titer zu einem friheren
Zeitpunkt nachgewiesen werden, frihestens jedoch 14 Tage nach Erstimpfung.
Dagegen war bei 7 der 16 Spender bereits nach 48h Stunden, bei 13 der 16 Spender
nach 7 Tagen eine HBsAg-spezifische zellulare Immunantwort vorhanden. Innerhalb
der ersten 96h dominierte das Zytokin Interferon y. Uberaschenderweise zeigte sich
bei 6 der 16 Spender bereits vor Impfung eine Zytokinantwort nach Stimulation mit
HBsAg, deren Natur unklar ist. Bei den der Impfung folgenden zellularen Reaktionen
konnte kein einheitliches Zyotkinsekretionsmuster beobachtet werden. Ein Spender
zeigte eine ausschlieBlich unspezifische Zytokinsekretion, die auch mit einer spaten
und unzureichenden Antikorperentwicklung assoziiert war (Anti-HBs <10mlU/ml).
Somit konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass bei Uber 80% der Probanden
eine spezifische zellulare Immunantwort bereits innerhalb der ersten 7 Tage nach
Erstimpfung vorhanden war. Das dominierende Zytokin in der Fruhphase war
Interferon y. Die zellulare Immunantwort nach HBV-Erstimpfung ging der Entwicklung

von Anti-HBs Wochen, in Einzelfallen Monate voraus.
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6 Anhang
Rohdaten

Im Folgenden werden die Rohdaten der Elispots, sowie der Anti-HBs-Titer-

Bestimmungen dargelegt. Hierbei waren alle Anti-HBs-Titer > 1 |U/I als positiv zu

werten. pval (stimvneg) gibt das p-value aus dem approximierten Wilcoxon-

Rangsummentest des stimulierten Ansatzes verglichen mit der Negativkontrolle an.

Pval (stimOvsstim) gibt das p-value des stimulierten Ansatzes verglichen mit dem

stimulierten Anssatz zum Zeitpunkt ,0’ an. Signifikante Ergebnisse sind grau

hinterlegt.

Proband Lauf MessgroRe

1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IFNy
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2
1 1 IL2

Ansatz Zeitpunkt

stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg

stim

ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP28
ZP28
ZP35
ZP35
ZPM9
ZPM9
ZPM91
ZPM91
ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP28
ZP28
ZP35

SFU

N

-
O O O W N O 0o © U1 O N N W N

25

22
21
35
24
43
38
50
30

- O N N O W Ww NoO w B~ DNDNDNdDN

N
o

20
16
24
23
52
28
35
33

23

N

N N = N O 00 W 0o W N W 0o & © O W

W 22N OW A WO W
N oo = oA © N A o O

N

N

-_—
O W N 00 W O O N N 06 o oo b W

N W N B N W N W N
N A OO © O W O~ WO

12
7

N

-_—
O W 0 N O N =~ W © © 0 =~ =~ N

= =2 W A WaAWDN =2 W N
0 0 A~ o o 01 O =~ 00 © =~ N O

Anti-HBs

0,19

0,21

0,19

0,14

0,64

0,55

21,29

237,5

0,19

0,21

0,19

0,14

0,64

0,55

pval
(stimvsneg)
0,040
0,000
0,020
0,000
0,032
0,000
0,119
0,000
0,012
0,000
0,056
0,000
0,143
0,000
0,012
0,000
0,028
0,000
0,083
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,889
0,000
0,230

pval

(stimOvsstim)

60

0,643
0,000
0,016
0,000
0,016
0,000
0,143
0,000
0,230
0,000
0,012
0,000
0,984
0,000
0,012
0,000
0,587
0,000
0,155
0,000
0,004
0,000
0,008
0,000
1,000
0,000
0,889



Anhang

Proband Lauf MessgroRe Ansatz Zeitpunkt SFU Anti-HBs  pval pval
(stimvsneg) (stimOvsstim)
1 1 L2 neg ZP35 14 9 7 12 13 0,000 0,000
1 1 L2 stim ZPM9 5 7 0 5 1 21,29 0,460 1,000
1 1 L2 neg ZPM9 3 6 2 2 3 0,000 0,000
1 1 L2 stim ZPM91 1 7 0 0 0O 237,5 0,849 1,000
1 1 L2 neg ZPM91 2 3 4 0 1 0,000
2 2 IFN y stim ZP0 4 1 3 3 2 0,21 0,298 0,603
2 2 IFN y neg ZP0 0 0 0 4 &6 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZP2 5 10 7 8 7 0,3 0,857 0,004
2 2 IFN y neg ZP2 9 13 13 8 4 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZP4 2 1 1 0 1 0,82 0,321 0,996
2 2 IFN y neg ZP4 0 1 1 0 1 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZP7 2 2 3 2 3 0,21 0,500 0,754
2 2 IFN y neg ZP7 2 2 3 3 1 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZP14 2 1 3 0 3 0,46 0,766 0,877
2 2 IFN y neg ZP14 1 1 5 2 4 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZP21 2 5 8 9 7 0,69 0,048 0,036
2 2 IFN y neg ZP21 4 3 4 1 3 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZP28 4 4 6 5 7 0,34 0,004 0,012
2 2 IFN y neg ZP28 o 2 2 2 0 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZP35 3 4 5 1 1 0,26 0,024 0,464
2 2 IFN y neg ZP35 0o 0 2 o0 1 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZPM9 2 1 1 0 1 3,13 0,802 0,996
2 2 IFN y neg ZPM9 1 0 3 3 1 0,000 0,000
2 2 IFN y stim ZPM91 4 1 4 3 1 51,87 0,500 0,500
2 2 IFN y neg ZPM91 1 3 3 1 4 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZP0 32 16 24 32 22 0,21 0,508 0,595
2 2 L2 neg ZP0 16 20 18 34 37 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZP2 11 7 22 23 22 0,3 0,119 0,956
2 2 L2 neg ZP2 11 4 9 14 16 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZP4 38 21 19 24 14 0,82 0,405 0,742
2 2 L2 neg ZP4 30 18 19 16 24 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZP7 38 50 44 54 49 0,21 0,004 0,004
2 2 L2 neg ZP7 17 33 19 15 25 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZP14 20 17 17 14 42 0,46 0,262 0,821
2 2 L2 neg ZP14 13 16 7 22 23 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZP21 166 12 5 3 5 0,69 0,298 1,000
2 2 L2 neg ZP21 4 3 10 7 5 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZP28 8 11 27 61 54 0,34 0,401 0,476
2 2 L2 neg ZP28 16 28 24 22 22 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZP35 22 13 21 28 26 0,26 0,171 0,810
2 2 L2 neg ZP35 13 3 16 40 17 0,000 0,000
2 2 L2 stim ZPM9 4 6 13 17 10 3,13 0,865 0,996
2 2 L2 neg ZPM9 19 19 4 19 9 0,000 0,000
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Proband Lauf MessgroRe
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1,000
0,000
0,893
0,000
0,683
0,000
0,012
0,000
0,683
0,000
0,052
0,000
0,972
0,000
1,000
0,000
0,052
0,000
0,004
0,000
1,000
0,000
0,996
0,000
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0,13

0,34

0,19

0,28
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19,15

22,58
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0,23
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0,13

0,34

0,19

0,28

0,28

19,15

22,58

624,9
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pval
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0,000
0,075
0,000
0,615
0,000
0,290
0,000
0,258
0,000
0,107
0,000
0,921
0,000
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0,000
0,024
0,000
0,123
0,000
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0,996
0,000
0,972
0,000
0,004
0,000
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0,484
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1,000
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0,008
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0,532
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(stimOvsstim)
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0,167
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0,123
0,000
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0,004
0,000
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0,000
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0,000
1,000
0,000
0,008
0,000
0,746
0,000
0,032
0,000
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0,22

0,05

2,9

5,96

4,52

8,27

36,05

217,46

0,09

0,22

0,05

2,9

5,96

4,52

8,27

36,05

217,46

0,03

0,01

0,07

pval
(stimvsneg)
0,151
0,000
0,417
0,000
0,004
0,000
0,444
0,000
0,024
0,000
0,123
0,000
0,357
0,000
0,496
0,000
0,230
0,000
0,845
0,000
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0,000
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0,500
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0,056
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(stimOvsstim)
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0,000
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0,004
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0,016
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0,004
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0,452
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0,440
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0,2
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(stimvsneg)
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0,230
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0,710
0,000
0,286
0,000
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0,210
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0,040
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(stimOvsstim)
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0,222
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0,413
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180,17

15000,00

0,25

0,19

0,3

0,27

0,68

28,52

71,25

185,42
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3,65

947,16
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pval
(stimvsneg)
0,004
0,000
0,075
0,000
0,984
0,000
0,016
0,000
0,444
0,000
0,210
0,000
0,075
0,000
0,238
0,000
0,258
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
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0,000
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0,028
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Anti-HBs

0,15

0,39

0,14

0,48

0,23

0,69

3,65

947,16

165,64

15000,00

0,31

0,2

0,11

0,12

0,11

0,25

8,68

6,72

707,42

0,31
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(stimvsneg)
0,000
0,258
0,000
0,016
0,000
0,885
0,000
0,016
0,000
0,325
0,000
0,377
0,000
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0,000
0,147
0,000
0,004
0,000
0,016
0,000
0,012
0,000
0,500
0,000
0,790
0,000
0,028
0,000
0,258
0,000
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0,000
0,254
0,000
0,821
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0,000
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0,000
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0,000
0,008
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0,004
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0,262
0,000
0,012
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0,952
0,000
0,095
0,000
0,004
0,000
0,119
0,000
0,587
0,000
1,000
0,000
1,000
0,000
1,000
0,000
0,944
0,000
0,770
0,000
0,845
0,000
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0,000
1,000
0,000
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0,000
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0,000



Anhang

Proband Lauf MessgroRe Ansatz Zeitpunkt SFU Anti-HBs  pval pval
(stimvsneg) (stimOvsstim)
11 5 IL2 stim ZP2 43 55 35 40 33 0,2 0,075 0,575
11 5 IL2 neg ZP2 28 38 21 42 14 0,000 0,000
11 5 IL2 stim ZP4 46 49 44 37 45 0 0,075 0,190
11 5 IL2 neg ZP4 59 36 10 28 31 0,000 0,000
11 5 IL2 stim ZP7 16 37 4 11 42 0,11 0,500 0,984
11 5 IL2 neg ZP7 12 9 40 27 14 0,000 0,000
11 5 IL2 stim ZP14 6 14 8 23 0,12 0,742 1,000
11 5 IL2 neg ZP14 9 14 17 1 0,000 0,000
11 5 IL2 stim ZP21 20 12 12 27 0,11 0,369 1,000
11 5 IL2 neg ZP21 20 16 7 17 0,000 0,000
11 5 IL2 stim ZP28 10 10 10 20 0,25 0,008 1,000
11 5 IL2 neg ZP28 4 4 1 0,000 0,000
11 5 IL2 stim ZP35 50 40 31 32 22 8,68 0,274 0,833
11 5 IL2 neg ZP35 49 38 28 30 19 0,000 0,000
11 5 IL2 stim ZPM9 34 37 26 34 47 6,72 0,262 0,865
11 5 IL2 neg ZPM9 21 28 39 29 35 0,000 0,000
11 5 IL2 stim ZPM91 32 50 54 62 71 707,42 0,167 0,079
11 5 IL2 neg ZPM91 32 37 56 51 42 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZP0 9 14 11 5 7 0,14 0,032 0,587
12 5 IFNy neg ZP0 2 1 3 7 8 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZP2 7 3 1 4 9 0,21 0,079 0,976
12 5 IFNy neg ZP2 1 2 2 3 2 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZP4 5 10 8 5 2 0,21 0,016 0,925
12 5 IFNy neg ZP4 2 1 0o 3 2 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZP7 5 1 2 6 5 0,18 0,187 0,996
12 5 IFNy neg ZP7 1 0 1 2 7 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZP14 2 5 5 1 7 0,19 0,056 0,996
12 5 IFNy neg ZP14 1 2 1 0 3 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZP21 5 4 12 4 11 0,51 0,087 0,841
12 5 IFNy neg ZP21 2 5 3 3 7 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZP28 2 1 1 11 12 1,38 0,679 0,853
12 5 IFNy neg ZP28 5 2 5 6 3 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZP35 14 14 11 10 6 15,07 0,008 0,230
12 5 IFNy neg ZP35 5 6 4 3 4 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZPM9 1 1 1 1 0 320,76 0,103 1,000
12 5 IFNy neg ZPM9 0 0 0 © 1 0,000 0,000
12 5 IFNy stim ZPM91 1 2 1 3 3 687,52 0,210 1,000
12 5 IFNy neg ZPM91 1 o 0 2 3 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZP0 49 21 33 30 50 0,14 0,083 0,587
12 5 IL2 neg ZP0 25 23 14 26 33 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZP2 40 44 33 27 37 0,21 0,881 0,516
12 5 IL2 neg ZP2 51 37 34 44 42 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZP4 61 47 33 40 41 0,21 0,325 0,226
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Anhang

Proband Lauf MessgroRe Ansatz Zeitpunkt SFU Anti-HBs  pval pval
(stimvsneg) (stimOvsstim)
12 5 IL2 neg ZP4 46 34 39 51 34 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZP7 25 10 14 33 43 0,18 0,770 0,897
12 5 IL2 neg ZP7 33 26 25 49 24 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZP14 20 15 13 15 17 0,19 0,913 1,000
12 5 IL2 neg ZP14 17 19 29 18 15 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZP21 22 31 13 16 16 0,51 0,885 0,984
12 5 IL2 neg ZP21 28 29 25 20 20 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZP28 13 20 19 22 29 1,38 0,028 0,992
12 5 IL2 neg ZP28 14 9 18 17 10 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZP35 49 38 56 55 47 15,07 0,071 0,083
12 5 IL2 neg ZP35 47 49 33 42 24 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZPM9 44 42 39 55 70 320,76 0,004 0,111
12 5 IL2 neg ZPM9 25 21 29 27 31 0,000 0,000
12 5 IL2 stim ZPM91 14 25 22 16 15 687,52 0,206 0,992
12 5 IL2 neg ZPM91 12 15 18 18 14 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZP0 10 19 7 10 17 0,25 0,619 0,603
13 6 IFNy neg ZP0 19 13 10 10 10 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZP2 53 56 49 31 55 1,10 0,341 0,004
13 6 IFNy neg ZP2 53 59 42 38 31 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZP4 1 1 1 0 4 0,14 0,980 1,000
13 6 IFNy neg ZP4 3 9 9 1 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZP7 11 3 8 2 4 0,24 0,575 0,968
13 6 IFNy neg ZP7 3 6 7 21 2 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZP14 2 0 2 0 2 0,12 0,083 1,000
13 6 IFNy neg ZP14 0 0 0 o0 1 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZP21 2 6 5 2 2 0,32 0,056 1,000
13 6 IFNy neg ZP21 1 1 5 2 1 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZP28 0 1 0 2 1 0,35 0,341 1,000
13 6 IFNy neg ZP28 0 0 O 1 1 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZP35 2 1 0 5 3 0,90 0,325 1,000
13 6 IFNy neg ZP35 0 1 3 1 2 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZPM9 4 2 1 3 5 1,58 0,044 1,000
13 6 IFNy neg ZPM9 1 1 2 1 1 0,000 0,000
13 6 IFNy stim ZPM91 8 6 3 6 5 8,29 0,202 0,996
13 6 IFNy neg ZPM91 4 5 2 5 7 0,000 0,000
13 6 IL2 stim ZP0 43 36 61 42 50 0,25 0,492 0,587
13 6 IL2 neg ZP0 37 48 43 57 42 0,000 0,000
13 6 IL2 stim ZP2 30 25 19 48 37 1,10 0,607 0,972
13 6 IL2 neg ZP2 30 29 62 26 29 0,000 0,000
13 6 IL2 stim ZP4 8 11 13 7 0,14 0,274 1,000
13 6 IL2 neg ZP4 3 9 1 7 14 0,000 0,000
13 6 IL2 stim ZP7 9 8 9 20 17 0,24 0,996 1,000
13 6 IL2 neg ZP7 25 25 19 22 24 0,000 0,000
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0,19
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neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim

neg

ZPM9 6
ZPM91 11
ZPM91 8
ZP0 2
ZP0 1
ZP2 14
ZP2 4
ZP4 1
ZP4 2
ZP7 21
ZP7 1
ZP14 3
ZP14 0
ZP21 3
ZP21 4
ZP28 8
ZP28 6
ZP0 13
ZP0 8
ZP2 24
ZP2 31
ZP4 3
ZP4 11
ZP7 5
ZP7

ZP14 31
ZP14 12
ZP21 22
ZP21 17
ZP28 28
ZP28 9
ZP0 11
ZP0 1
ZP2 22
ZP2 10
ZP4 7
ZP4 7
ZP7 24
ZP7 15
ZP14 17
ZP14 9
ZP21 17
ZP21 3

13
20

11

10
16
47
45

25

18
14
21
23
19
30
20

13

16

10
33

15
12

19

18

14

12

28

17

41

55

40
32

19

15

14

20

10

19

43
25
46
52
57
35

28

45
52
40
26
15

16
12
15
11
22
12
26

16

18
30
20

11
12

1

.p

W =2 O N 00 O Ww

53
44
87
51
13
49

34
53
46
21
40
57
21
11

22

10

25

29

10
23

Anti-HBs

6325,54

373,07

346,02

410,28

15000

15000

15000

15000

373,07

346,02

410,28

15000

15000

15000

15000

2,21

2,64

2,04

245,57

7121,53

5695,3

pval
(stimvsneg)
0,000
0,377
0,000
0,103
0,000
0,028
0,000
0,302
0,000
0,004
0,000
0,087
0,000
0,048
0,000
0,008
0,000
0,345
0,000
0,726
0,000
0,726
0,000
1,000
0,000
0,476
0,000
0,107
0,000
0,004
0,000
0,095
0,000
0,032
0,000
0,837
0,000
0,004
0,000
0,060
0,000
0,004
0,000

pval

(stimOvsstim)

75

0,000
0,171
0,000
0,643
0,000
0,004
0,000
0,298
0,000
0,004
0,000
0,107
0,000
0,024
0,000
0,004
0,000
0,587
0,000
0,155
0,000
0,750
0,000
1,000
0,000
0,607
0,000
0,345
0,000
0,298
0,000
0,595
0,000
0,012
0,000
0,345
0,000
0,004
0,000
0,036
0,000
0,004
0,000



Anhang

Proband Lauf MessgroRe

N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N2
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3
N3

Z2 Z2 Z2 Z2 Z2Z Z2Z Z2Z Z Z Z Z Z Z Z2 Z Z Z2 Z Z Z Z2 Z Z Z Z2 Z Z Z Z Z Z2Z Z2 Z2Z Z 2 2Z2 Z2Z Z2Z 2Z2Z Z2Z Z Z2Z Z2

IFN y
IFN y
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2

Ansatz Zeitpunkt

stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg

stim

ZP28
ZP28
ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP14
ZP14
ZP21
ZP21
ZP28
ZP28
ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP14
ZP14
ZP21
ZP21
ZP28
ZP28
ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP14
ZP14
ZP21
ZP21
ZP28

SFU

16
8
42
70
50
62
28
87
20
32
19
34
37
47
37
30
36
13
159
56
138
49
165
34
121
13
209
25
98
7
119
32
97
67
28
70
8
39
50
90
7
39

15
9
21
56
38
60
43
61
9
33
46
54
31
25
36
33
47
2
97
56
124
47
161
33
94
26
114
21
119
25
103
53
69
61
18
82
7
21
24
67
11
23

24

18
60
58
68
28
38
14
23
27
53

39
20
19
55

124
60
143
50
201
40
151
33
161
25
84
12
110
92
83
56
154
42
30
34
94
44
21
33

151 113 123

29
8
20
48
55
62
77
88
34
21
78
71
60
52
56
38
43
19
144
57
152
24
175
29
141
35
184
24
126
13
114
79
135
64
109
49
12
39
75
83
197
53
156

47
18
41
90
56
56
74
66
28
43
32
59
82
36
55
45
49

146
48
143
36
193
23
133
20
122
26
104

147
78
123
80
68
45
20
54
66
58
9
46
169

Anti-HBs

3803,44

2,21

2,64

2,04

245,57

7121,53

5695,3

3803,44

3236,87

34744

3005,05

15000

15000

15000

15000

3236,87

3474 4

3005,05

15000

15000

15000

15000

pval
(stimvsneg)
0,016
0,000
1,000
0,000
0,996
0,000
0,881
0,000
0,925
0,000
0,925
0,000
0,500
0,000
0,210
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,008
0,000
0,500
0,000
0,996
0,000
0,655
0,000
0,952
0,000
0,004

pval

(stimOvsstim)

76

0,004
0,000
0,587
0,000
0,016
0,000
0,044
0,000
0,861
0,000
0,210
0,000
0,274
0,000
0,171
0,000
0,587
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,587
0,000
0,845
0,000
0,925
0,000
1,000
0,000
1,000
0,000
0,952
0,000
0,048



Anhang

Proband Lauf MessgroRe

N3
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N4
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5

Z2 Z2 Z2 Z2 Z2Z Z2Z Z2Z Z Z Z Z Z Z Z2 Z Z Z2 Z Z Z Z2 Z Z Z Z2 Z Z Z Z Z Z2Z Z2 Z2Z Z 2 2Z2 Z2Z Z2Z 2Z2Z Z2Z Z Z2Z Z2

IL2
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y
IFN y

Ansatz Zeitpunkt

neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim

neg

ZP28
ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP14
ZP14
ZP21
ZP21
ZP28
ZP28
ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP14
ZP14
ZP21
ZP21
ZP28
ZP28
ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP14
ZP14
ZP21
ZP21
ZP28
ZP28

SFU

35
7

1
30
14
13
12
34
11
105

29

50

27
26
42
27
34
38

10
16
53

26
11
22

33
34
20
13
59

102
24
60
14
83
28

31
10

29
10
17
11
22

60

62

60

19
33
48
28
24
30

30
20
10

19
15
10
18
34
48
20
16
41

76
25
47

70
17

26

32

11

10

81

43

53
12
27
17
45
36
54
16
14

11

16

13

12

29

32

30

10

57

43

15

44

70
37

33

11
38
19
23

24

57

49

55
12
31
34
48
45
52
27
12

14
16

37
15
15
18
60
38
33
14
89

58
23
75

86
24

35
11

44
15
18

26

74

38

70

66
17
42
26
68
19
11
14
15
15
36

29
14

10
36
25
21
14
41

40
18
73

107
13

Anti-HBs

39

39,86

40,26

6731,32

15000

15000

15000

39

39,86

40,26

6731,32

15000

15000

15000

836,29

902,7

886,86

15000

15000

15000

15000

pval
(stimvsneg)
0,000
0,103
0,000
0,004
0,000
0,012
0,000
0,008
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,258
0,000
0,020
0,000
0,048
0,000
0,238
0,000
0,675
0,000
0,004
0,000
0,024
0,000
0,369
0,000
0,444
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000

pval

(stimOvsstim)

77

0,000
0,587
0,000
0,004
0,000
0,008
0,000
0,012
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,603
0,000
0,079
0,000
0,143
0,000
1,000
0,000
0,980
0,000
0,833
0,000
0,802
0,000
0,587
0,000
0,004
0,000
0,024
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000
0,004
0,000



Anhang

Proband Lauf MessgroRe

N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5
N5

Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z Z Z Z Z Z Z Z

IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2
IL2

Ansatz Zeitpunkt

stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim
neg
stim

neg

ZPO
ZPO
ZP2
ZP2
ZP4
ZP4
ZP7
ZP7
ZP14
ZP14
ZP21
ZP21
ZP28
ZP28

SFU

107
84
70
61
93
57
15
25
10
26
10
21

224
23

57
87
72
44
42
29

34
12
25

20
173
24

39
81
65
51
11
30

28

40

14

126
15

68
69
73
56
38
90
10
40
22
30
6
16
203
16

103
87
64
64
26
56

6
45
17
27

2
24

257
20

Anti-HBs

836,29

902,7

886,86

15000

15000

15000

15000

pval

(stimvsneg)
0,710
0,000
0,008
0,000
0,790
0,000
1,000
0,000
1,000
0,000
1,000
0,000
0,004
0,000

pval

(stimOvsstim)

78

0,587
0,000
0,500
0,000
0,972
0,000
1,000
0,000
1,000
0,000
1,000
0,000
0,004
0,000
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