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I. EINLEITUNG

1. Das Hepatitis E Virus

Die Hepatitis E ist eine weltweit vorkommende, infektiose Lebererkrankung des

Menschen, welche durch das Hepatitis E Virus verursacht wird.

Das Hepatitis E Virus spielt sowohl in Entwicklungsldndern, als auch in
industrialisierten Lindern eine bedeutende Rolle, da es der hiufigste Erreger
sogenannter non-A-non-B-Hepatitiden ist. Wesentlich ist, dass es zwei
geographisch ~ verschiedene  Verbreitungsarten des  Virus gibt. In
Entwicklungsldndern wird das Hepatitis E Virus vor allem fédkal-oral durch
verschmutztes Trinkwasser iibertragen, was grof8e Epidemien zur Folge hat. In
den Industrienationen tritt Hepatitis E nur sporadisch auf und wurde lange Zeit als
Reisekrankheit eingestuft. In den letzten Jahren konnten allerdings vermehrt
autochthone Erkrankungsfille dokumentiert werden. Die Krankheit ist in
Deutschland seit 2001 meldepflichtig nach IfSG §6. Meldepflicht besteht bei
Krankheitsverdacht, der Erkrankung sowie dem Tod an akuter Hepatitis. Zudem
besteht Meldepflicht beim Nachweis einer akuten HEV-Infektion durch das Labor
nach IfSG §7. Da es sich bei Hepatitis E um eine meist selbstlimitierende
Erkrankung mit unspezifischen Symptomen handelt, wird von einer sehr hohen

Dunkelziffer nicht gemeldeter bzw. nicht diagnostizierter Fille ausgegangen.

Des Weiteren wurde das Virus in verschiedenen Tierarten nachgewiesen, wobei
dem Schwein die bedeutendste Rolle zukommt. Epidemiologische und
phylogenetische Forschungsergebnisse zeigen, dass das Hepatitis E Virus eine
Zoonose ist und iiber den Verzehr roher oder unzureichend gegarter
Fleischprodukte und Innereien infizierter Schweine iibertragen werden kann. Es
besteht weiterhin Forschungsbedarf zum Vorkommen des Hepatitis E Virus in
Nutztierbestinden sowie in Fleisch- und Wurstwaren. Auch die tatsdchliche
Gefihrdung des Menschen, genaue Daten zur Durchseuchung der
Gesamtbevolkerung und spezieller Risikogruppen ist bzw. sind durch das Fehlen

geeigneter Testsysteme bisher nur in Grundziigen bekannt.

Momentan sind in der Humanmedizin drei gédngige Testsysteme zum Nachweis

von HEV-IgG-Antikdrpern kommerziell verfiigbar, welche auf rekombinanten,
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bakteriell exprimierten HEV-Antigenen basieren. Dabei handelt es sich um den
,HEV IgG ELISA* von Axiom Diagnostics (Worms), um den ,,recomLine HEV
[gG/IgM* Immunoblot von Mikrogen (Neuried) und um den ,,HEV ELISA* von
MP Diagnostics (Genf, Schweiz). Da die Angaben zur HEV-Seroprivalenz von
Menschen, welche in den Industrienationen leben, stark schwanken (0,3% - 53%),
wurde der Grund dafiir in den verschiedenen Testsystemen vermutet. In einer
kiirzlich veroffentlichten Vergleichsstudie mit 200 Probandenseren konnte gezeigt
werden, dass zwischen diesen drei Testsystemen gro3e Differenzen beziiglich der
Sensitivitit zu verzeichnen waren. Die Seroprdvalenz variierte von 29,5% (Axiom
Diagnostics) iiber 18% (Mikrogen) bis hin zu 4,5% (MP Diagnostics) (WENZEL
et al., 2013).

Diese Doktorarbeit soll dazu beitragen, verbesserte Testsysteme zum Nachweis
von anti-HEV-IgG-Antikorpern zu entwickeln. Hierfiir ist die Herstellung
sogenannter Virus-dhnlicher Partikel (,,virus-like particles, VLPs) des Hepatitis
E Virus, kurz HEV-VLPs, ein vielversprechender Ansatz. Besonderes Augenmerk
liegt dabei auf der Untersuchung der zoonotisch iibertragbaren HEV Genotypen 3
und 4.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Geschichte des Hepatitis E Virus

Hepatitis-Erkrankungen mit fikal-oralem Ubertragungsweg, wie z.B. durch
verschmutztes Trinkwasser, wurden frither dem Hepatitis-A-Virus zugeordnet.
Erst 1980 konnte in einer Studie gezeigt werden, dass es sehr wahrscheinlich noch
einen weiteren bisher unbekannten Hepatitis-Erreger gibt. In dieser Studie wurden
konservierte Patientenseren aus dem Jahre 1955 und 1956 ausgewertet. Die Seren
stammten von Patienten aus Delhi in Indien, wo zu dieser Zeit eine Hepatitis-
Epidemie infolge einer Uberschwemmung ausgebrochen war (WONG et al.,
1980). Auch in den 1980er Jahren traten in Asien, dem mittleren Osten und
Nordafrika fikal-oral tibertragbare Hepatitis-Epidemien von unbekannter Genese
auf. Es konnte zudem ausgeschlossen werden, dass es sich um das bereits seit
einigen Jahren bekannte Hepatitis-A-Virus handelt. Erst im Jahre 1983 gelang es
dem russischen Virologen Mikhail Balayan, sich selbst mit dem neuen Hepatitis-
Erreger durch orale Aufnahme einer Stuhlprobe zu infizieren und das Virus aus
seiner eigenen Stuhlprobe im Immunelektronenmikroskop nachzuweisen
(BALAYAN et al., 1983). Zunichst sprach man von der enterically transmitted
non-A non-B Hepatitis (ET-NANBH). In einer Studie von 1988 wurde der Stuhl
dreier Patienten mit akuter ET-NANBH untersucht und virusidhnliche Partikel mit
einem Durchmesser von 32 nm nachgewiesen. Zwei der drei Proben wurden
daraufthin genauer untersucht und zeigten spezifische Bindungsreaktionen mit
Antikorpern aus den Proben fritherer ET-NANBH-Patienten aus Asien, der
Sowjetunion, Nordamerika und Nordafrika. AuBerdem wurden Affen
experimentell mit jener Probe infiziert und zeigten eine Serokonversion. Somit
wurde gezeigt, dass ein Virus oder eine Virusklasse der Erreger der ET-NANBH
ist (BRADLEY et al., 1988). Zwei Jahre spiter gelang die Klonierung und
Sequenzierung von Teilen des viralen Genoms (REYES et al., 1990). In einer
retrospektiven Studie zur Seroepidemiologie konnte nachgewiesen werden, dass
von 17 wasseriibertragenen Hepatitis-Epidemien in Indien 16 durch das ET-

NANBH-Virus verursacht wurden (ARANKALLE et al., 1994).
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Im Jahre 1991 gelang das Klonieren und Sequenzieren des Virus und das
identifizierte Virus wurde als Hepatitis-E-Virus benannt (PURCELL &
EMERSON, 2008).

AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass auch die experimentelle Infektion
des Hausschweins (Sus scrofa domestica) mit humanem, aus Asien stammendem
HEV moglich ist (BALAYAN et al., 1990). Ein Jahr spiter wurden Hausschweine
mit humanen HEV-Proben von Patienten aus der ehemaligen UdSSR
experimentell auf oralem und/oder auf intravendosem Wege infiziert. Es wurde
gezeigt, dass es auch zur Ubertragung von Schwein zu Schwein kam und sich die
Krankheitssymptome durch den Einsatz von Immunsuppressiva verstirkten

(USMANOV et al., 1991).

Wihrend einer Hepatitis E-Epidemie im Jahre 1989 wurden 23 Nager
verschiedener Spezies (4 Turkestan-Ratten, 15 Hausmiuse, 4 Waldméduse) im
Umkreis von einem km gefangen und auf Hepatitis E untersucht. Bei fiinf der
Nager konnte das Hepatitis E-Virus nachgewiesen werden. Unter experimentellen
Bedingungen wurden daraufhin sieben weile Méduse mit einem humanen HE-
Virus infiziert und bei allen Tieren konnte eine spezifische Serokonversion sowie
die Virusausscheidung mit den Faeces nachgewiesen werden. Aufgrund dieser
Erkenntnisse ging man davon aus, dass Nager wesentlich an der Verbreitung des

HE-Virus beteiligt sein konnten (KARETNYT IU et al., 1993).

1997 wurde in Schweinen ein neues HEV entdeckt, das sogenannte Schweine-
HEV. Die Beprobung einer amerikanischen Schweineherde ergab, dass die
Mehrzahl der Tiere ab einem Alter von drei Monaten seropositiv war. Es konnte
gezeigt werden, dass das porzine HEV mit humanen HEV-Antikorpern
kreuzreagierte. Beim Vergleich der beiden Genomsequenzen wurde die enge
phylogenetische Verwandtschaft zwischen humanen und porzinen HEV-Stdmmen
deutlich. Dieser Erkenntnis folgte erstmals der Gedanke, welches zoonotische
Potential das Hepatitis E Virus aufweist (MENG et al., 1997). Noch heute
beschiftigen sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit dieser nach wie vor aktuellen

Fragestellung.
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2. Taxonomie des Hepatitis E Virus

Das Hepatitis E Virus wurde frither zu den Caliciviridae gezihlt, da seine
Oberflichenstruktur im Elektronenmikroskop den Caliciviren dhnlich ist. Nach
weiteren Untersuchungen der Genomstruktur und des Replikationszyklus zeigten
sich allerdings deutliche Unterschiede zu den Caliciviren. Im Jahre 2000 wurde
das HEV aus der Klasse der Caliciviridae entfernt und gehorte voriibergehend
keiner Virusklasse an (GREEN et al., 2000). Aktuell ist es der monogenerischen
Familie der Hepeviridae und dem Genus Hepevirus zugeordnet (PURCELL &
EMERSON, 2008). Das Hepatitis E Virus wird taxonomisch in vier Genotypen
unterteilt, welche als Genotypen 1, 2, 3 und 4 bezeichnet werden. In den letzten
Jahren wurden zudem neue Erreger-Stamme in Ratten, Frettchen, Fiichsen und
Fledermédusen nachgewiesen, welche sich genetisch stirker von den bisher
klassifizierten Genotypen unterscheiden (PONTERIO et al., 2014). Sie sind
aktuell noch nicht taxonomisch kategorisiert. Die vier Genotypen sind wiederum

unterteilt in Subtypen, wovon Genotyp 3 die groB3te Diversitit aufweist (s. Tab. 1).

Nach heutigem Wissensstand existiert nur ein Serotyp des Hepatitis E Virus.

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Hepatitis E Viren (SCHULTHEIB
et al., 2013)
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3. Aufbau und Virusgenom des Hepatitis E Virus

Das HEV ist ein unbehiilltes Einzelstrang-RNA-Virus von positiver Polaritit. Die
gesamte Genomlédnge belduft sich auf circa 7,2 kb (CAO & MENG, 2012).

Am 3'Ende befindet sich ein Poly(A)-Schwanz. Am 5'Ende ist eine Cap-Struktur
vorhanden. Kurze, nicht-kodierende Sequenzen sind sowohl am 5'Ende als auch
am 3'Ende vorhanden. Das Virusgenom beinhaltet drei offene Leserahmen (ORFs,
engl. open reading frames), die teilweise iiberlappen (AYE et al., 1992; AYE et
al., 1993).

ORFI1 befindet sich am 5'Ende des HEV-Genoms. Das Polyprotein, fiir welches
ORF1 kodiert, besteht aus ca. 1690 Aminoséduren und wird posttranslational in
mehrere, fiir die Virusreplikation erforderliche Nichtstrukturproteine gespalten.
Bei diesen Nichtstrukturproteinen handelt es sich um eine Guanylyl-
Methyltransferase, eine RNA-abhingige RNA-Polymerase, eine dem Papain
dhnliche Cysteinprotease und eine RNA-Helikase. ORF2 liegt am 3'Ende des
HEV-Genoms und codiert fiir das Strukturprotein, welches aus 660 Aminoséduren
besteht (HE et al., 1997; SURJIT et al., 2004). ORF3 iiberlappt ausschlieBlich mit
ORF2 und nicht, wie lange angenommen, mit ORF1 (HUANG et al., 2007).
ORF3 codiert fiir ein kleines, multifunktionelles Phosphoprotein, welches aus 114
Aminosduren besteht. Das ORF3-Protein ist noch nicht vollkommen entschliisselt.
Die Interaktion des ORF3-Proteins mit dem ORF2-Protein ldsst vermuten, dass
ORF3 an der korrekten strukturellen Anordnung als Regulator beteiligt ist, da das
ORF3-Protein nur an nicht-glykosyliertes ORF2-Protein bindet. (TYAGI et al.,
2002). Die C-terminale Region des ORF3-Proteins scheint zudem an der
Morphogenese und Pathogenese des HE-Virus beteiligt zu sein (TYAGI et al.,
2005). In neueren Forschungsarbeiten konnte gezeigt werden, dass das ORF3-
Protein vermutlich essentiell fiir den Austritt der Viren aus infizierten Zellen ist

(YAMADA et al., 2009; CAO & MENG, 2012).
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[ Genomlinge: ~7,2 kb |
[ |

, Cap-Struktur Poly-A

| | o

Methyltransferase RNA-Helicase J Kapsidprotein

5 3!

Cysteinprotease RNA-abhéngige Phosphoprotein
RNA-Polymerase

Abbildung 2: Anordnung und Funktion der drei ORFs im HEV-Genom. ORF1 kodiert fiir
Nichtstrukturproteine, die zur Virusreplikation erforderlich sind; ORF2 kodiert fiir das
Strukturprotein und iiberlappt mit ORF3, welches vermutlich an Morphogenese und
Pathogenese beteiligt ist. ORF = offener Leserahmen (open reading frame); kb = Kilo-
Basenpaar(e)

Bisher sind weltweit vier humanpathogene Genotypen und vierundzwanzig

Subtypen bekannt (LU et al., 2006).

Genotypen Subtypen
Anzahl Nomenklatur
Genotyp 1 5 la, 1b, 1c, 1d, le
Genotyp 2 2 2a, 2b
Genotyp 3 10 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j
Genotyp 4 7 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 41, 4¢g

Tabelle 1: Die vier humanpathogenen Genotypen und deren Subtypen (LU et al., 2006)

4. Virale Transkription und Morphogenese des Hepatitis E

Virus

Der Lebenszyklus des Hepatitis E Virus ist noch nicht vollstidndig entschliisselt.
Die Forschung wird vor allem dadurch erschwert, da bisher noch keine geeigneten
Methoden zur Kultivierung des Hepatitis E Virus in vitro gefunden wurden.
Sowohl die Anhaftung als auch der Eintritt des Virus in die Zelle ist nur
ansatzweise erforscht. Es wurde noch kein spezieller Rezeptor fiir HEV
identifiziert, jedoch konnten auf der Oberfliche der Wirtszelle gelegene
Heparansulfatproteoglykane (HSPGs) als Bindungsrezeptor fungieren (KALIA et
al., 2009). Am Einschleusen des Virus in die Wirtszelle sind vermutlich ein
Hitzeschockprotein (HSP90) und Tubulin beteiligt (ZHENG et al., 2010). Sobald
die virale RNA in das Zytosol freigesetzt wird, erfolgt die Translation des

Nichtstrukturproteins ORF1. Dieses Polyprotein kodiert dabei fiir die
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Methyltransferase, Cysteinprotease, RNA-Helicase und RNA-abhingige RNA-
Polymerase. Die genomische, positiv-straingige RNA wird repliziert, wodurch
negativ-stringige RNA hergestellt wird. Dies konnte sowohl in Replikon-
transfizierten Zellen gezeigt werden (PANDA et al., 2000), als auch in den
Leberzellen experimentell infizierter Schweine (MENG et al., 1998) und
Rhesusaffen (NANDA et al., 1994). Diese negativ-stringige RNA dient als
Matrize fiir die Synthese weiterer positiv-stringiger genomischer und
subgenomischer RNA. Letztgenannte ist fiir die Translation des Kapsidproteins
ORF2 und des multifunktionellen Proteins ORF3 notwendig (GRAFF et al., 2006;
HUANG et al., 2007; ICHIYAMA et al., 2009). AnschlieBend wird die positiv-
stringige, genomische RNA in das ORF2-Kapsidprotein geschleust, wodurch
neue Virionen assembliert werden. Das ORF3-Protein unterstiitzt vermutlich die
Virusreplikation, indem es fiir optimale Bedingungen in der Wirtszelle sorgt. Die
entstehenden Virionen werden an die Zellmembran transportiert, wobei das
ORF3-Protein das Ausschleusen der Virionen aus der infizierten Wirtszelle

ermoglicht (AHMAD et al., 2011).

Abbildung 3: Replikationszyklus des Hepatitis E Virus (AHMAD et al., 2011) Anheftung (1),
Binden an Rezeptor (2), Einschleusung (3), Entlassen der RNA ins Zytoplasma (4),
Translation (5), Replikation von +Strang-RNA in -Strang-RNA (6), Synthese
subgenomischer +Strang-RNA (7a), Synthese kompletter +Strang-RNA (7b), Translation der
ORF2- und ORF3-Proteine aus subgenomischer +Strang-RNA (8), genomische +Strang-
RNA wird in ORF2-Kapsidprotein verpackt (9), ORF3-Protein unterstiitzt die
Ausschleusung des Virions (10a/10b), vermutete Verbindung der Virionen mit ORF3-Protein
und Lipiden (11)
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Man nimmt an, dass die Replikation des Heptitis E Virus vor allem in der Leber in
den Hepatozyten stattfindet. In experimentell infizierten Schweinen konnte
positiv-strangige virale RNA in nahezu jedem Gewebe nachgewiesen werden,
wihrend die replizierte negativ-stringige RNA vorrangig im Diinndarm, in
Lymphknoten, im Dickdarm und in der Leber nachzuweisen war (WILLIAMS et
al., 2001). In den mononukledren Zellen des peripheren Blutes von HEV-
Patienten wurde zwar HEV-RNA gefunden, allerdings konnte kein Nachweis fiir
eine virale Replikation in diesen Blutzellen erbracht werden (IPPAGUNTA et al.,
2011).

S. Ubertragungswege des Hepatitis E Virus

Das Hepatitis-E-Virus kann auf verschiedensten Wegen iibertragen werden. Eine

Ubersicht zu den bisher bekannten Transmissions-Routen bietet Abbildung 4.

ENDEMISCH SPORADISCH

Bauer
Metzger

/
M Mollusken
/ \ Bluttrnsfusion

i” Vertikale Ubertragung

Mit humanen/tlerlschen
Faeces verschmutzes
Trinkwasser "

ﬂ ~in utero

Verzehr von rohem oder halbgarem
Fleisch infizierter Tiere

Abbildung 4: Ubertragungswege von HEV, modifiziert nach (PEREZ-GRACIA et al., 2014)
Endemische Ausbriiche werden durch infektioses Trinkwasser verursacht. Uber die Faeces
infizierter Schweine und Menschen kann das Virus ins Trinkwasser gelangen und groBe
Epidemien verursachen. In Gegenden, in denen die Trinkwasserqualitiit gesichert ist, tritt
Hepatitis E nur sporadisch auf; jedoch sind die Ubertragungswege vielfiltig.
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5.1. Nicht-Zoonotisch

Das humane Hepatitis E Virus wird in endemischen Regionen meist fidkal-oral
durch kontaminiertes Trinkwasser iibertragen (BALAYAN et al., 1983). Ebenso
moglich, jedoch weit weniger hiufig ist die transplazentare Ubertragung von der
Mutter auf das Ungeborene und die Ubertragung des Virus durch infektidse
Bluttransfusionen (KHUROO et al., 1995; MATSUBAYASHI et al., 2008). Die
Genotypen 1 und 2 sind Anthroponosen, das hei3t der einzige natiirliche Wirt ist

der Mensch.

5.2 Zoonotisch

In Europa geht man davon aus, dass das Hepatitis E Virus hauptsichlich als
Zoonose auftritt. Der Verzehr von rohen oder unzureichend gegarten Fleisch- und
Wurstprodukten von HEV-infizierten Tieren gilt als gro3te Infektionsquelle fiir
Menschen aus den Industrienationen (MENG, 2011). Aber auch der intensive
Kontakt zu infizierten Schweinen, wie es bei Landwirten und Tierirzten der Fall
ist, erhoht das Risiko, sich mit dem Hepatitis E Virus zu infizieren (MENG et al.,
2002). Die Genotypen 3 und 4 stellen zoonotisch iibertragbare Varianten des HEV
dar, wobei das Schwein die empfinglichste Tierart zu sein scheint. Doch auch
andere Tiere wie beispielsweise Rotwild und Meeresfriichte sind als Reservoir

bekannt (TEO, 2010).

1997 wurde in den USA erstmals ein neues Virus bei Schweinen entdeckt, das
einen hohen Verwandtschaftsgrad zum humanpathogenen HEV aufweist und als
porzines HEV (engl. swine HEV) bezeichnet wird (MENG et al., 1997). Vier
Jahre spiter konnte in Hithnern aus nordamerikanischen Betrieben das avidre
HEV (engl. avian HEV) nachgewiesen werden, womit die bisher unbekannte
Ursache fiir das Hepatitis-Splenomegalie-Syndrom bei Hiihnern gefunden war
(HAQSHENAS et al., 2001). 2010 wurden 30 Stuhlproben von Ratten (Rattus
norvegicus) aus Hamburg untersucht. Es konnte ein dem HEV verwandtes Virus
nachgewiesen werden, welches als Ratten-HEV (engl. rar HEV) bezeichnet wird

(JOHNE et al., 2010b).
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5.2.1. Das Hausschwein
In einer Vielzahl von Studien ist es bereits gelungen, anti-HEV Antikérper und
HEV-RNA in Hausschweinen nachzuweisen. Das Virus kommt in

Schweinebestinden endemisch vor.

Die Seroprivalenz der anti-HEV  Antikorpern in Hausschweinen ist
altersabhiingig. Die Bildung der anti-HEV Antikorper beginnt im Alter von zwolf
Wochen (IgM) bzw. im Alter von fiinfzehn Wochen (IgG). Wihrend die IgM-
Antikorper nur vier bis sieben Wochen im Serum nachweisbar sind, konnen die
IgG-Antikorper auch noch zum Zeitpunkt der Schlachtung, welcher einem Alter
von ca. sechs Monaten entspricht, nachgewiesen werden (DE DEUS et al.,
2008a). Bei zwei- bis viermonatigen Tieren kann man bereits hohe
Seroprivalenzen nachweisen (JINSHAN et al.,, 2010). Grundsitzlich ist die
Seroprivalenz fiir anti-HEV Antikorper in adulten Schweinen deutlich hoher als

in jiingeren Tieren desselben Betriebs (CHANG et al., 2009).

HEV-RNA im Serum konnte in allen untersuchten Altersklassen nachgewiesen
werden. Aus Faeces gelang der Nachweis ab einem Alter von neun Wochen. Die
hochsten Werte konnten in der zwolften und fiinfzehnten Lebenswoche
nachgewiesen werden. Dieser Peak in der fiinfzehnten Lebenswoche deckt sich
sowohl mit dem Peak der Antikorper als auch mit dem Peak des Nachweises von
HEV-RNA aus anderem Gewebe, wie Galle, Leber und Mesenteriallymphknoten
(DE DEUS et al., 2008a; DI BARTOLO et al., 2008; MCCREARY et al., 2008).

Weltweit konnten bisher beinahe alle Subtypen der beiden Genotypen 3 und 4 in

den verschiedenen Schweinebestinden nachgewiesen werden.

Land ‘ Seroprivalenz | HEV-RNA | Genotyp | Referenz
EUROPA
. _ G3 (f) (HAKZE-VAN DER
Belgien 7% G4 (b) HONING et al., 2011)
_ _ (BAECHLEIN et al.,
49,8 % 2010)
68,6 % - - (WACHECK et al., 2012)
Deutschland
42,7 % — — (DREMSEK et al., 2013)
_ (BAECHLEIN et al.,
13,5 % G3 2013)
_ (MCCREARY et al.,
England 21,5 % G3 2008)
) 40,5 % 31,2 % G3 (e,f) (KABA et al., 2009)
Frankreich
31 % 4 % G3 (c.e.f) (ROSE et al., 2011)
Griechenland 80 % — — (ASIMOULA et al., 2009)
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DI BARTOLO et al.,
— 42 % G3 (2008)
Italien - 29.9 % G3 (c,e,f) (MARTELLI et al., 2010)
87 % 64.6 % G3 (e (21(3)1 gARTOLO etal,
Niederlande — 15 % G3 (a,c,f) ﬁﬁl\ﬁfﬁéiﬁi??ﬁ)
Schweden — 29,6 % G3 (WIDEN et al., 2011)
Schweiz 60% — — (WACHECK et al., 2012b)
25 % — — (PINA et al., 2000)
FERNANDEZ-
- 23,29 % G3 ](SARREDO et al., 2006)
Spanien - 37,7 % G3 (DE DEUS et al., 2007)
71,4 % — — (PERALTA et al., 2009)
204% 18.8 % 3 (2.1511\/{])3NEZ DE OYA et al.,
Tschechische VASICKOVA et al.,
Republik - 36,7 % G3 (2009)
— 273 % G3 (REUTER et al., 2009)
Ungarn
- 21 % G3 (FORGACH et al., 2010)
AFRIKA
DR Kongo - 2.5% | G3 (¢) (KABA et al., 2010b)
AMERIKA
Argentinien 22,7 % 88,9 % G3 (MUNNE et al., 2006)
Bolivien — 31,8 % G3 ;%%L'AMICO ctal,
24,28 % — — (VITRAL et al., 2005)
Brasilien _ 9.6 % G3 (b) (2]())?18) SANTOS et al.,
59,4 % — — (YOO et al., 2001)
Kanada -
- 34 % G3 (a,byj) (WARD et al., 2008)
USA — 35 % G3 (HUANG et al., 2002)
ASIEN
78,8 % 1.9 % G4 (WANG et al., 2002)
— 9,6 % G4 (ZHENG et al., 2006)
68,3 % 5.8 % G4 (LI et al., 2008)
China 67 % 4,57 % G3/G4 (ZHANG et al., 2008)
— 223 % G3/G4 (LI et al., 2009)
82,2 % 0,76 % G4 (GENG et al., 2010)
81,17 % 47,94 % G4 (d) (GENG et al., 2011)
ARANKALLE et al.,
e 9474 % 10,53 % G4 (2003)
— 1,96 % G4 (VIVEK & KANG, 2011)
58 % 10,07 % G3/G4 g‘ggAHASHI etal,
Japan — 14,47 % G3 (TANAKA et al., 2004)
5572 % 3,86 % G3/G4 (zTog\gAHASHI etal,
74,6 % 1.8 % G3 (SAKANO et al., 2009)
— 17 % G3 (YU et al., 2008)
Korea
39,5 % 1.9 % G3 (LEE et al., 2009)
Mongolei 91,8 % 36,6 % G3 (LORENZO et al., 2007)
Taiwan 37,1 % 1,79 % G3 (HSIEH et al., 1999)
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— 13 % G3 (WU et al.. 2000)
Thailand 64.7 % 775 % G3 (SIRIPANYAPHINYO et
al., 2009)

Tabelle 2: Beispielhafte Auflistung der Seropréivalenz von anti-HEV-IgG, der Privalenz von
HEV-RNA sowie des Genotyps in verschiedenen Lindern beim Hausschwein.

In Deutschland lebten im November 2013 ca. 28,1 Millionen Schweine in 27100
Betrieben (STBA, 2015); davon wurden in Bayern ca. 3,40 Millionen Schweine in
5500 Betrieben gehalten (BAYLFSTAD, 2015). Diese Zahlen verdeutlichen, dass
es sich bei der Schweinezucht und — mast um eine Intensivtierhaltung handelt,
welche durch den engen Kontakt der Tiere untereinander eine schnelle
Durchseuchung des Bestandes begiinstigt. Dieser Umstand konnte einer der
Hauptgriinde sein, dass von allen untersuchten Tierarten das Hausschwein die
hochste Seropriavalenz von anti-HEV-IgG aufweist (KASORNDORKBUA et al.,
2004).

5.2.2.  Das Wildschwein

Einige Zeit nach Entdeckung des Hepatitis E Virus im Hausschwein konnte im
Jahre 2004 HEV-RNA erstmals auch in Wildschweinen in Japan nachgewiesen
werden (SONODA et al., 2004). Die untenstehende Tabelle zeigt neben Japan die

europdischen Linder, in denen Wildschweine ebenfalls positiv auf HEV getestet

wurden.
Land Seroprivalenz | HEV-RNA Genotyp Referenz
Deutschland -— 5.3 % G3 (KACI et al., 2008)
29,9 % 68,2 % G3 (e,f,h,i) (ADLHOCH et al., 2009)
Frankreich — 2,5 % G3 (H) (KABA et al., 2010a)
Italien — 25 % G3 (MARTELLI et al., 2008)
9 % 3% G3 (SONODA et al., 2004)
NISHIZAWA et al.,
Japan — 2,3 % G3 (2005)
4,5 % 1,1 % G3 (SAKANO et al., 2009)
8,1 % 33 % G3/G4 (SATO et al., 2011)
Schweden — 8,18 % G3 (WIDEN et al., 2011)
Spanien 42,7 % 19,6 % G3 (DE DEUS et al., 2008b)
Ungarn - 12,2 % G3 (REUTER et al., 2009)

Tabelle 3: Beispielhafte Auflistung der Seroprivalenz von anti-HEV-IgG, der Privalenz von
HEV-RNA sowie des Genotyps in verschiedenen Lindern beim Wildschwein.

Im Gegensatz zum Hausschwein konnte beim Wildschwein nicht nur in jungen,
sondern auch in ilteren Tieren eine hohe Detektionsrate fir HEV-RNA ermittelt

werden (DE DEUS et al., 2008b).
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5.23.  Andere Tierarten
Auch bei anderen Tierarten konnte HEV nachgewiesen werden. Tabelle 4 zeigt
eine beispielhafte Auflistung verschiedener Tierarten, welche serologisch positiv

auf HEV getestet wurden.

Tierart Land Seroprivalenz Referenz
Ente China 12,8 % (ZHANG et al., 2008)
2,53 % (GENG et al., 2011)
Brasilien 20 % (VITRAL et al., 2005)
Huhn . 1,9 % (ZHANG et al., 2008)
China
3,03 % (GENG et al., 2011)
Hund Brasilien 6,97 % (VITRAL et al., 2005)
China 17,8 % (ZHANG et al., 2008)
Katze Spanien 11,11 % (PERALTA et al., 2009)
Nager Brasilien 50 % (VITRAL et al., 2005)
. 16,3 % (ZHANG et al., 2008)
Pferd China
14,29 % (GENG et al., 2011)
Brasilien 1,42 % (VITRAL et al., 2005)
Rind 6 % (ZHANG et al., 2008)
China 14,87 % (GENG et al., 2011)
25,29 % (GENG et al., 2011)
Schaf Spanien 1,92 % (PERALTA et al., 2009)
China 9,3 % (GENG et al., 2011)
Taube China 4,4 % (ZHANG et al., 2008)
Ziege China 24 % (ZHANG et al., 2008)
Spanien 0,6 % (PERALTA et al., 2009)

Tabelle 4: Beispielhafte Auflistung der Seroprivalenz von anti-HEV-IgG bei verschiedenen
Tierarten.

Auch in Deutschland konnte in Wanderratten (Rattus norvegicus) HEV
nachgewiesen werden (JOHNE et al., 2010a). Die genaue Bedeutung dieser
Tierarten fir die Verbreitung von HEV und das zoonotische

Ubertragungspotential dieser Tierarten ist noch wenig erforscht.

In einer repridsentativen Studie wurde die Seroprivalenz von deutschen
Forstarbeitern mit der Seroprivalenz anderer deutscher Blutspender verglichen.
Dabei wurden bei 18% der Forstarbeiter und nur bei 11% der Vergleichsgruppe
Antikorper gegen HEV nachgewiesen. Ein Screening nach der HEV-Sequenz,
welche kiirzlich in Wanderratten in Deutschland entdeckt wurde, hat ergeben,
dass hoch positive Serumproben nur in jenen der Forstarbeiter zu finden waren

(DREMSEK et al., 2012).
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6. Klinik

Die Inkubationsdauer beim Menschen betrédgt durchschnittlich 40 Tage, kann aber
zwischen 3 und 8 Wochen variieren (LEMON, 1995). Das Hepatitis E Virus kann
sowohl akute sporadische als auch epidemisch auftretende virale Hepatitiden
verursachen. Eine symptomatische HEV-Infektion tritt hidufig bei jungen
Erwachsenen in einem Alter zwischen 15 und 40 Jahren auf. Auch Kinder
infizieren sich hdufig mit dem Virus. Allerdings verlauft bei ihnen die Krankheit
meist asymptomatisch (AGGARWAL et al., 1997). Zu den typischen
Krankheitsanzeichen einer Hepatitis-E Infektion gehoren Ikterus, Hepatomegalie,
abdominale Schmerzen, Nausea, Vomitus, Anorexie und Fieber. Der Schweregrad
der Symptome reicht von subklinisch bis fulminant (LEMON, 1995). Die HEV-
Infektion kann eine akute Hepatitis verursachen, welche jedoch in den meisten
Fillen einen milden und selbstlimitierenden Verlauf mit nachfolgender Genesung

zeigt.

In Einzelfillen kann das Virus eine fulminante Hepatitis (engl. fulminant hepatic
failure, FHF) induzieren. Durch die schwere Schidigung des Organs verlieren
80% bis 90% der Leberzellen ihre Funktion. Innerhalb von vier Wochen nach den
ersten klinischen Symptomen kommt es infolge der schweren Leberschidigung
zur hepatischen Enzephalopathie. In einer langjdhrigen Studie konnte gezeigt
werden, dass es wahrscheinlicher ist, an FHF zu erkranken, wenn die Leber
bereits durch eine chronische Lebererkrankung oder Alkoholmissbrauch
vorgeschidigt ist (PERON et al., 2007). Diese Form der Hepatitis ist eine sehr

schwere, akute Lebererkrankung mit geringen Heilungschancen.

Am héufigsten kommt es bei schwangeren Frauen zu schweren Verldufen der
HEV-Infektion. Neben der sich oft entwickelnden FHF leiden die Patientinnen
mitunter an Zerebralodem und an disseminierter intravasaler Koagulation
(KHUROO & KAMILI, 2003). Auch im Vergleich mit den anderen Hepatitis-
Viren zeigte sich, dass eine Infektion mit dem Hepatitis-E-Virus am héufigsten
mit schweren Komplikationen wihrend der Schwangerschaft einhergeht. So
wurde Hepatitis E als die hiufigste Ursache fiir FHF und die daraus resultierenden
hohen Mortalititsraten wihrend der Schwangerschaft genannt (BENIWAL et al.,
2003). Zudem erfolgt die vertikale Ubertragung des Virus von der Mutter auf das
Baby in 100% der Fille (KUMAR et al., 2001). Zu den daraus resultierenden

Komplikationen = zdhlen = Fehlgeburten, Frithgeburten sowie  hohe
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Sterblichkeitsraten der Neugeborenen (KHUROO et al., 2009). Neuesten
Erkenntnissen zufolge gibt es geographische Unterschiede. Vor allem bei
schwangeren Frauen aus bestimmten Regionen Indiens nimmt die HEV-Infektion
einen schweren Verlauf und verursacht bei relativ vielen Patientinnen eine
todliche FHF. Im Gegensatz dazu zeigen HEV-infizierte schwangere Frauen aus
Agypten, Europa und den USA keinen Unterschied im Krankheitsverlauf im
Vergleich mit Nicht-Schwangeren. Der Grund fiir diesen geographischen
Unterschied ist noch unklar. Grundsitzlich vermutet man, dass die hohere
Sterblichkeitsrate ~ schwangerer Frauen durch die hormonellen und
immunologischen Verdnderungen wihrend der Graviditit bedingt ist

(NAVANEETHAN et al., 2008).

In den letzten Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen chronischer HEV-
Infektion mit schnell fortschreitender Leberfibrose und der Immunsuppression in
verschiedenen Patientengruppen festgestellt. In einer ersten Studie von Kamar et
al mit 14 Transplantationspatienten (Leber, Niere, Niere-Pankreas) mit akuter
HEV-Infektion ging hervor, dass acht dieser Patienten eine chronische Hepatitis E
entwickelten (KAMAR et al.,, 2008). Einer retrospektiven Studie zufolge, in
welcher die Daten von 69 Transplantationspatienten (Leber, Niere, Niere-
Pankreas, Herz, Lunge) mit akuter HEV-Infektion ausgewertet wurden, fand bei
Patienten, die langer als drei Monate virdimisch waren, keine spontane Ausheilung
mehr statt. Hierbei handelte es sich bei 57 Patienten um HEV Genotyp 3; bei 12
Patienten gelang es nicht, den Genotyp zu ermitteln (KAMAR et al., 2013).

Ebenfalls untersucht wurde der klinische Verlauf sechs immunsupprimierter HEV
positiven Personen, die an einer malignen hédmatologischen Erkrankung litten.
Jeder Patient hatte signifikant erhohte Transaminasen, wobei nur einer einen
Ikterus entwickelte; drei Patienten waren lidnger als sechs Monate virdamisch. Bei
allen Patienten handelte es sich um eine autochthone Infektion mit dem HEV
Genotyp 3 (TAVITIAN et al.,, 2010). Protrahierte und chronische HEV-
Erkrankungen waren bisher ausschlieBlich auf den HEV Genotyp 3
zuriickzufithren. Im Jahr 2014 erkrankte ein chinesischer Junge mit akuter
lymphoblastischer Leukdmie (ALL) wihrend der Chemotherapie erstmals am
Hepatitis E Virus, welcher als Genotyp 4d identifiziert wurde. Zwanzig Monate
nach der Erstinfektion entwickelte der Junge erneut eine HEV Virdmie. Die RNA-

Sequenzanalyse bestitigte die virale Persistenz des Virus im Patienten iiber diesen
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langen Zeitraum. Das ist sowohl der erste Fall, in dem nachweislich durch HEV
Genotyp 4 eine chronische HEV-Erkrankung hervorgerufen wurde, als auch der

erste Fall einer chronischen HEV-Erkrankung in China (GENG et al., 2014).

Neueren Forschungen zufolge ist die Chronifizierung der Hepatitis E assoziiert
mit einer verminderten HEV-spezifischen T-Zell-abhingigen Immunantwort

(SUNEETHA et al., 2012)

In einer weiteren Studie wurden in Russland und WeiSrussland lebende Patienten,
die aufgrund einer Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus
immunsupprimiert sind, auf anti-HEV Antikorper untersucht. In diesen Gebieten
ist die Prdvalenz der HIV-Infektionen und AIDS-Patienten moderat und die
Privalenz der anti-HEV Antikorper gering. In Russland waren 13 der 117 HIV-
Patienten anti-HEV IgG seropositiv. Damit sind zwar signifikant mehr HIV-
Patienten anti-HEV IgG seropositiv (11,1%) als die russische Normalbevélkerung
(1,7%); nicht jedoch im Vergleich zur Risikokontrollgruppe, bestehend aus
minnlichen Gefangenen, in welcher 8% anti-HEV IgG seropositiv getestet
wurden. Die Rate der anti-HEV IgG seropositiven HIV-Patienten steigt mit
fortschreitender HIV-Erkrankung und erreicht 43,3% bei AIDS-Patienten. In
Weillrussland konnten weder bei 20 HIV-Patienten noch in der Kontrollgruppe,
bestehend aus 25 Drogenkonsumenten (intravends), anti-HEV IgG Antikorper
nachgewiesen werden. Demzufolge wird vermutet, dass der Zusammenhang
zwischen der HEV-Infektion und der HIV-Infektion vor allem darin besteht, dass
gemeinsame Ubertragungswege und Risikofaktoren vorliegen (BALAYAN et al.,
1997).

Da die klinischen Symptome einer Hepatitis-E-Infektion sehr unspezifisch und
vielfdltig sind ist anzunehmen, dass die Krankheit hdufig nicht erkannt bzw.

fehldiagnostiziert wird (SHERMAN, 2011).

7. Pathogenese

Wie bereits erwihnt induziert HEV in Menschen meist eine milde oder
selbstlimitierende Hepatitis. Nur in einigen Fillen entwickelt sich daraus eine
chronische Hepatitis oder gar eine FHF. Allerdings ist der Mechanismus der

Leberzellschidigung noch nicht vollstindig erforscht. Unklar ist, ob die
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Leberzellschiadigung vom Virus in der Wirtszelle verursacht wird oder aber durch
die Immunantwort der Wirtszelle selbst, wie es bei anderen Hepatitis-Viren

bereits nachgewiesen wurde (REHERMANN & NASCIMBENI, 2005).

Patienten mit einer mild verlaufenden HEV-Infektion zeigen einen stirkeren
Anstieg von CD4+-T-Lymphozyten, den sog. T-Helferzellen, welche IFN-y und
TNF-a freisetzen, als Patienten mit einer fulminanten Hepatitis. Dagegen steigen
bei Patienten mit fulminanter Hepatitis E die B-Lymphozyten und somit die
spezifischen Immunglobuline stirker an als bei Patienten mit mildem Verlauf.
Deshalb wird vermutet, dass eine schwache zellulire Immunantwort und eine
starke humorale Immunantwort wiéhrend einer HEV-Infektion auf einen

schwereren Krankheitsverlauf schlieBen lassen (SRIVASTAVA et al., 2011).

8. Diagnostik

Um einen Uberblick iiber die diagnostisch relevanten Parametern im Verlauf einer
HEV-Infektion beim Menschen zu erhalten, ist in Abbildung 5 das Zeitfenster der
Virusausscheidung mit dem Stuhl und das Zeitfenster des Auftretens klinischer
Symptome dargestellt. AuBBerdem zeigt die Grafik den Anstieg des Leberenzyms
Alanin-Aminotransferase (ALT) sowie den Titerverlauf der IgM/IgG anti-HEV-

Antikorper im Serum.
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Abbildung 5: Verlauf diagnostisch relevanter Parameter einer HEV-Infektion in Wochen
p-i., modifiziert nach (QUIZLET, 2014) ALT = Alaninaminotransferase (Leberenzym); IgG
anti-HEV = Immunglobulin G anti-HEV-Antikorper; IgM anti-HEV = Immunglobulin G
anti-HEV-Antikorper;
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8.1. Direkter Nachweis

Der erste  Nachweis des  Hepatitis-E-Virus ~ wurde  mit  dem
Immunelektronenmikroskop  erbracht (BALAYAN et al, 1983). Die
Elektronenmikroskopie und die Immunelektronenmikroskopie waren lange Zeit
die Standardmethoden zum HEV-Nachweis. Die Virusausscheidung mit dem
Stuhl erfolgt jedoch nur zwischen der dritten und siebten Woche post infectionem.
Da dieses Zeitfenster der préikterischen und frithen ikterischen Phase entspricht,
ist der Nachweis mit dieser Methode nur moglich, wenn der Patient umgehend
nach Auftreten der ersten Symptome einen Arzt aufsucht. Da bereits gegen Ende
der akuten Krankheitsphase keine Viren mehr mit dem Stuhl ausgeschieden
werden liegt die Schwierigkeit dieses Nachweisverfahrens darin, die Stuhlprobe
des Patienten wihrend der wenigen Tage der Virusausscheidung zu nehmen.
Zudem ist eine gewisse Menge von ausgeschiedenen Viren nétig, um diese im
Elektronenmikroskop nachweisen zu konnen. Diese variiert jedoch und stellt so
eine weitere Ungenauigkeit dieses Verfahrens dar. Von Nachteil sind auflerdem
die hohen Kosten und die komplexe Bedienung des Gerites (PANDA et al.,
2007).

Eine gute Moglichkeit fiir den Nachweis infektioser HEV wire ein
Zellkultursystem. Es gab einige Versuche zu dessen Umsetzung. Mit einer
Zelllinie eines Leberzellkarzinoms (PLC/PRF/S) ist es bereits gelungen, ein
effizientes Zellkultursystem zu entwickeln (TANAKA et al., 2007). Auch in einer
Zelllinie, die aus einem Lungenzellkarzinom (A549) stammt, ist eine effiziente
Anzucht von verschiedenen HEV-Stammen gelungen (OKAMOTO, 2011). Ein
routinetaugliches Zellkultursystem zur stabilen HEV-Anzucht mit konstanter

Replikationsrate gibt es bislang allerdings nicht (PANDA et al., 2007).

Eine sichere Methode zum direkten Nachweis der Hepatitis-E-Viren besteht in der
Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR). Hierbei wird die Virus-RNA in Serum-,
Stuhl- und Abwasserproben nachgewiesen. Aufgrund der Existenz mehrerer
genetischer Varianten des Hepatitis-E-Virus ist es wichtig, die passenden Primer
fiir die zu untersuchende Probe zu verwenden, um die Sensitivitit der RT-PCR zu
gewihrleisten (OKAMOTO, 2007). Kiirzlich wurde eine multiplex RT-qPCR
entwickelt, die es ermoglicht, zwischen Genotyp 3 und Genotyp 4 zu

differenzieren (ZHANG et al., 2013).
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8.2. Indirekter Nachweis

Als Methode der Wahl zum Nachweis einer HEV-Infektion gilt bisher der
serologische Nachweis von Antikorpern gegen das Virus. Dabei kommt der
ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) zum Einsatz, welcher
gentechnisch exprimierte ORF2- und ORF3-Proteine nutzt, um die Antikdrper
gegen HEV zu detektieren (ANDERSON et al., 1999).

IgM-Antikorper zeigen die akute Phase der Virusinfektion an. Sie haben den
hochsten Titer zwischen der fiinften bis siebten Woche post infectionem und
flauen in der frithen Rekonvaleszenzphase bereits wieder ab. Drei Monate nach
Krankheitsbeginn sind meist keine IgM-Antikorper mehr nachweisbar. Der
Nachweis von IgM-Antikorpern gegen HEV in Zusammenhang mit einer
klinischen Hepatitis-Symptomatik erlaubt die Diagnose einer akuten Hepatitis-E-
Infektion, wenn die anderen viralen Hepatitiden bereits ausgeschlossen wurden.
Um die Diagnose abzusichern empfiehlt es sich nach ca. 10 Tagen eine weitere
Probe zu entnehmen, um den Anstieg des Antikorpertiters belegen zu konnen

(PURCELL, 1996; TICEHURST, 1999).

Zusitzlich ist die Anfertigung eines Blutbildes zur Uberpriifung der Leberwerte
sinnvoll, da gewohnlich im Falle einer Lebererkrankung die Leberenzyme erhoht
sind. Es ist allerdings wichtig zu beachten, dass erhohte Leberenzyme auch durch
andere Lebererkrankungen verursacht sein konnen und daher in der Diagnostik

nicht beweisend sondern nur hinweisend genutzt werden konnen.

Die IgG-Antikorper steigen im Vergleich zu den IgM-Antikérpern langsamer an,
persistieren iiber mehrere Jahre und fithren zum Immunschutz gegen HEV. Der
alleinige Nachweis der IgG-Antikorper im Serum hat keine diagnostische
Aussagekraft beziiglich einer akuten HEV-Infektion. IgG-Antikorper zeigen
lediglich an, dass sich das Immunsystem zu einem unbestimmten Zeitpunkt mit

einer HEV-Infektion auseinandergesetzt hat.

In neueren Studien wurde auf die IgA-Antikorper aufmerksam gemacht. Der Titer
der IgA-Antikorper fillt ebenso wie der der IgM-Antikorper relativ schnell nach
der Infektion wieder ab. Es wird beschrieben, dass anti-HEV-IgA-Antikorper
vermutlich ebenfalls den Nachweis einer akuten HEV-Infektion erbringen konnen

(TIAN et al., 2006; HERREMANS et al., 2007).



II. Literaturiibersicht 21

9. Behandlung

Da bisher keine kausale Therapie moglich ist erfolgt die Behandlung
symptomatisch. Allerdings konnte in Zukunft ein natiirlicher Mechanismus, die
sog. RNA-Interferenz, die zur Abschaltung von anormalen oder fremden Genen
befdhigt ist, genutzt werden. Dabei betrachtet man die viruseigene RNA-
abhingige RNA-Polymerase als den giinstigsten Angriffspunkt fiir die RNA-
Interferenz. Ein schiitzender Effekt dieses Mechanismus konnte in A549-Zellen
und im Tierversuch gezeigt werden. Ferkel, die vor der experimentellen HEV-
Infektion mit einem shRNA-RdRp-1 Expressionsplasmid manipuliert wurden,
zeigten deutlich weniger HEV-Antigene in der Leber, der Milz und den Nieren.
Auch die Aktivitdt der Leberenzyme war signifikant vermindert. Diese Ergebnisse
lassen folgern, dass die RNA-Interferenz moglicherweise eine effektive
Moglichkeit zur Verhinderung der Virus-Replikation in der Wirtszelle ist
(HUANG et al., 2009).

10. Prophylaxe

Um in den Entwicklungsldndern weitere Ausbriiche von HEV-Epidemien zu
verhindern ist es von wesentlicher Bedeutung, die Sanitdrhygiene zu verbessern.
Dazu zéhlen vor allem der Zugang zu sauberem Trinkwasser sowie der Aufbau
und Ausbau eines Kanalisationsnetzes. Eine wirksame Methode zur Reduzierung
coliformer Keime im Wasser und somit zur Eindimmung von HEV ist das

Chloren von verschmutztem Wasser (NAIK et al., 1992).

In den Industrienationen sollte der Verzehr von rohen oder unzureichend
gekochten Fleischprodukten von Schwein, Wildschwein und Wild vermieden
werden (EMERSON et al., 2005). Bei Temperaturen zwischen 45°C und 50°C
werden 50% der Viren inaktiviert, bei einer Temperatur von 60°C werden nahezu

alle Viren inaktiviert (EMERSON et al., 2005).

11. Impfstoff

Der erste Impfstoff namens ,,HEV 239 ist in China seit April 2012 zugelassen.
Die Impfung bietet Schutz vor den beiden HEV Genotypen 1 und 4. Bereits im
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Mirz 2007 konnte in einer randomisierten Doppelblindstudie die Effektivitdat und
Sicherheit des Impfstoffes nachgewiesen werden (SHRESTHA et al., 2007). Die
dritte klinische Phase der Impfstoffzulassung konnte 2010 erfolgreich beendet
werden. Von 56.302 geimpften Personen ist nach 12 Monaten niemand erkrankt
wohingegen von den 56.302 Personen aus der Kontrollgruppe 15 Personen an
HEV erkrankten. Dadurch konnte die Wirksamkeit des Impfstoffes belegt werden
(ZHU et al., 2010).

In einer kiirzlich veroffentlichten Studie wurde der Impfstoff ,HEV 239%
nachdem er in China bei Menschen bereits erfolgreich verwendet wurde, an
Kaninchen getestet. Da HEV zoonotisch iibertragbar ist stellte sich die Frage, ob
dieser Impfstoff auch in Tierpopulationen zum Einsatz kommen kann, welche fiir
den Menschen als Ubertriiger denkbar sind. Sechs der zwolf SPF (specific-
pathogen-free) Kaninchen wurden intramuskukédr mit ,,HEV 239% geimpft; den
anderen sechs Kaninchen der Kontrollgruppe wurde ein Placebo (PBS) injiziert.
Nach intravenoser Infektion mit porcinem HEV Genotyp 4 sieben Wochen nach
der initialen Immunisierung entwickelten alle immunisierten Kaninchen hohe ani-
HEV Titer und zeigten keine Anzeichen einer HEV-Infektion. In der Placebo-
Gruppe konnte bei allen Tieren eine klinische HEV-Infektion mit Virdmie und
Virusausscheidung iiber den Kot nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass der Impfstoff ,HEV 239 auch fiir Kaninchen eine hohe
Immunogenitit besitzt (LIU et al., 2014).

Neben dem in E. coli exprimierten Impfstoff ,HEV 239“ konnte auch der
baculoviral exprimierte Impfstoff ,rHEV* in der Arzneimittelstudie erfolgreich

auf seine Wirksamkeit getestet werden (KAMILI, 2011).

12. Epidemiologie

Die Verbreitung des Hepatitis E Virus erfolgt, wie bereits erwihnt, auf zwei sehr
unterschiedlichen Wegen. In endemischen Regionen wird das Virus iiber
verschmutztes Trinkwasser fidkal-oral iibertragen und es werden sehr viele
Menschen infiziert. Im Gegensatz dazu treten in nicht-endemischen Regionen nur
sporadische Fille von HEV-Infektionen auf, die sehr wahrscheinlich zoonotisch

ibertragen werden.
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Wihrend in den Industrienationen vor allem der zoonotisch iibertragbare Genotyp
3 zu finden ist, fiihren in den Entwicklungsldndern die Genotypen 1 und 2 zu
endemischen Ausbriichen durch kontaminiertes Trinkwasser. Genotyp 4 konnte
bisher ausschlieflich auf dem asiatischen Kontinent nachgewiesen werden.

Abbildung 6 zeigt die geographische Verbreitung der vier Genotypen.

Da das Schwein als Hauptreservoir und Hauptinfektionsquelle fiir HEV in den
industrialisierten Nationen gilt, zeigt Abbildung 6 aulerdem das Vorkommen von
HEV beim Hausschwein. Wie bereits seit einiger Zeit vermutet, deckt sich das
geographische Vorkommen der zoonotisch iibertragbaren Genotypen 3 und 4 im
Schwein mit den humanen HEV-Erkrankungen in den Industrienationen. Auch im

Schwein konnte Genotyp 4 ausschlieBlich in Asien nachgewiesen werden.

i
Humanes HEV Porcines HEV f’&
Genotyp 1 B Genotyp 3
Genotyp 2 Genotyp 4
Genotyp 3
Genotyp 4

Abbildung 6: Geographische Verteilung der HEV-Genotypen bei Mensch und Schwein,
modifiziert nach (PEREZ-GRACIA et al., 2014)

Innerhalb Deutschlands nimmt die Zahl der an das RKI gemeldeten HEV-
Erkrankungen seit mehreren Jahren kontinuierlich zu. In den letzten Jahren konnte
aulerdem eine kontinuierliche Zunahme von diagnostizierten HEV-Patienten
verzeichnet werden, welche die Krankheit in Deutschland erworben haben. Die
konkreten Ubertragungswege dieser autochthonen Fille blieben unklar. In

nachfolgender Abbildung sind die in Deutschland gemeldeten Hepatitis-E-Fille
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der Jahre 2001 bis 2013 als Sdulendiagramm dargestellt, um den sprunghaften
Anstieg zu verdeutlichen. Es darf vermutet werden, dass das Hepatitis E Virus in

den néchsten Jahren weiter an Bedeutung gewinnen wird.
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Abbildung 7: Sprunghafter Anstieg der gemeldete Hepatitis-E-Erkrankungen nach
Meldejahr von 2001 bis 2013 in Deutschland (SCHULTHEIS et al., 2013; RKI, 2014) der
autochthonen Erkrankungen unbekannt.

13. Kapsid-Assemblierung

Die HEV-ORF2-Gensequenz codiert fiir die Proteine des Virus-Kapsids. Protein-
Untereinheiten, die sog. Kapsomere, bilden durch Selbstassemblierung eine
ikosaedrische Form aus. Hierbei besteht ein Unterschied zwischen dem Kapsid

des Hepatitis E Virus und dem Kapsid des gentechnisch erzeugten HEV-VLP.

Im HEV-Genom codiert ORF2 mit 660 Aminosiuren fiir das Kapsid (CAO &
MENG, 2012). Die Herstellung von HEV-VLPs gelang bisher in vitro nur mit der
trunkierten ORF2-Gensequenz, welche die Aminosduren 112 bis 608 beinhaltet
(LI et al., 2005b). Folglich dndert sich sowohl der Durchmesser der Kapside als
auch deren Triangulationszahl. Wihrend der Durchmesser des Hepatitis E Virus
ca. 37 nm betrégt, besitzt das HEV-VLP ca. 27 nm im Durchmesser (LI et al.,
2005b). Folgende Abbildung zeigt die Kristallstruktur von HEV und dem im
Labor hergestellten HEV-VLP im Vergleich.
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HEV (aa 1-660) HEV-VLP (aa 112-608)

_ ~ 37 nm = = ~27 nm e

Abbildung 8: Kristallstruktur und Durchmesser in Nanometer (nm) von HEV (A) und HEV-
VLP (B) im Vergleich (GUU et al., 2009). ORF2 des HEV besteht aus 660 Aminosiuren (aa),
wihrend die Herstellung von HEV-VLPs bisher nur mit der trunkierten ORF2-Sequenz
gelang. Folglich assemblieren sie unterschiedlich. Das Kapsid des Hepatitis E Virus besitzt
einen Durchmesser von ca. 37 nm, wihrend das Kapsid des HEV-VLPs ca. 27 nm misst.

Die Zusammenlagerung dreier identischer Kapsidproteine zu einem gleichseitigen
und somit rotationssymmetrischen Dreieck ist der erste Schritt zur ikosaedrischen
Symmetrie. Das einfachste Ikosaeder besteht aus zwanzig solcher gleichseitigen
Dreiecke. Somit sind 20 x 3 = 60 Proteinmolekiile nétig. Da 60 Proteinmolekiile
die Mindestanzahl sind hat dieser Ikosaeder die Triangulationszahl 1. Komplexere
Ikosaeder besitzen ein Vielfaches dieser Mindestanzahl; folglich wird einem
Ikosaeder, der sich aus 180 Proteinmolekiillen zusammensetzt, die

Triangulationszahl 3 zugeschrieben.

Auch beziiglich der oben beschriebenen Triangulationszahl unterscheidet sich das
Hepatitis E Virus vom HEV-VLP. Wie in Abbildung 9 zu sehen, besitzt das HEV-
Kapsid die Triangulationszahl 3 wihrend sich das Kapsid des HEV-VLP zu einem
Ikosaeder mit der Triangulationszahl 1 zusammenlagert (GUU et al., 2009).

HEV (aa 1-660) HEV-VLP (aa 112-608)
T=3 T=1

Abbildung 9: Kapsidmodell von HEV und HEV-VLP im Vergleich (SIB, 2008) Das
Ikosaeder des HEV, welches mit der Triangulationszahl T=3 beschrieben wird, besteht aus
180 Kapsomeren (A). Das Ikosaeder des HEV-VLP, welches mit der Triangulationszahl T=1
beschrieben wird, besteht aus 60 Kapsomeren (B).
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I1I.

MATERIAL UND METHODEN

1. Glas- und Kunststoffwaren

Cryorohrchen (Stehrand; 1,2 ml)

VWR, Pennsylvania, USA

Einwegpipetten (5ml, 10ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Einwegpipetten (25ml)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf-Reaktionsgefilie

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Erlenmeyer-Kolben (50, 250, 500 ml)

Schott, Zwiesel, Deutschland

Konische Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

PCR-Reaktionsgefifle (8er SoftStrips)

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zahlkammer, Fuchs-Rosenthal

Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland

Zellkulturplatten (6 well, 24 well)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturplatten (96 well)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zellschaber

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

2. Gerite

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Bakterienbrutschrank INB 200

Memmert, Schwabach, Deutschland

Blotting-Gerit iBlot Gel Transfer Device

Invitrogen, Leek, Niederlande

Doppelheizblock

Anachem, Bedfordshire, U.K.

Floureszenzmikroskop mit Kamera

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Gelelektrophoresekammer Bolt Mini Gel
Tank

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Kiihl-Gefrier-Kombination

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kiihl-Zentrifuge 5424 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kiihl-Zentrifuge 5702 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Lichtmikroskop

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

NanoDrop 1000

Thermo Scientific, Waltham, USA

Kolbenhubpipette, Research plus, 0,5-10 ul

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kolbenhubpipette, Research plus, 10-100 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kolbenhubpipette, Research plus, 1001000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kolbenhubpipette , Research plus, 1 — 10 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Multistep-Pipette, Multipette plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe

Brand, Wertheim, Deutschland

Schiittelinkubator Certomat IS

Braun Biotech, Melsungen, Deutschland

Spannungsquelle fiir Western Blot

BioRad, Miinchen, Deutschland

Thermocycler

Eppendorf, Hamburg, Miinchen

Trockenschrank (Brutschrank)

Memmert, Schwabach, Deutschland

Vortex-Gerit

ScientificIndustries, Orlando, USA

Wasserbad

Memmert, Schwabach, Deutschland

Zellzéhlgerit, mechanisch

Hecht, Sondheim, Deutschland
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3. Puffer, Losungen, Medien

Bolt LDS Sample Buffer (4x)

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Bolt Sample Reducing Agent (10x)

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

BSA (100x) New England BioLabs, Massachusetts, USA
Esxf-9(§eu 420 Insect serum-free medium Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
FBS PAA, Pasching, Osterreich

MES-Laufpuffer (20x)

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

NBT/BCIP Detektionsreagenz (AP)

Thermo Scientific, Wesel, Deutschland

NE-Puffer (10x)

New England BioLabs, Massachusetts, USA

PBS GE Healthcare, Buckinghamshire, GB

PBS + Mg + Ca MP Biomedicals, Kalifornien, USA
S.0.C.-Medium Invitrogen, Leek, Niederlande

TE-Puffer Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Selbst hergestellte Puffer, Losungen, Agar-Nihrboden und Nihrmedien

Bezeichnung: Zusammensetzung:
. . 5 % (wlv) Magermilchpulver
Blockier-Losung In TBS-T-Puffer (s.u.)
0,2 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau
Coomassie-Farbelosung 50 % (v/v)  Methanol
10 % (v/v)  Eisessig
. .. " 10 % (v/v)  Ethanol
Coomassie-Entfirbelosung 20 % (viv)  Essigsiiure
1 % Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt
LB-Agar 1% Natriumchlorid
1,5 % Agar
1 % Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt
LB-Ampicillin-Agar 1 % Natriumchlorid
1,5 % Agar
100 pg/ml  Ampicillin
1 % Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt
1 % Natriumchlorid
1,5 % Agar
LB-Agar fiir DH10Bac 50 ug/ml Kanamycin
7 pg/ml Gentamicin
10 pg/ml Tetracyclin
100 pg/ml  X-Gal
40 pg/ml IPTG
1 % Trypton
LB-Medium 0,5 % Hefe-Extrakt
1 % Natriumchlorid
1 % Trypton
. . 0,5 % Hefe-Extrakt
LB-Ampicillin-Medium 1 % Natriumehlorid
100 pg/ml  Ampicillin
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1 % Trypton
.. . 0,5 % Hefe-Extrakt
LB-Gentamicin-Medium 1 % Natriumehlorid
50 pg/ml Gentamicin
1 % Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt
LB-Medium fiir DH10Bac L% Natriumchlorid
50 pg/ml Kanamycin
7 pg/ml Gentamicin
10 pg/ml Tetracyclin

Ponceau-S-Farbelosung

0,15 % (w/v) Ponceau-S
5,00 % (v/v) Eisessig
94,85% (v/v) dH20

1 % Fungizone
.. . 1 % PenStrep
Sf9-Nidhrmedium 59 FBS
In Ex-Cell 420 Insect serum-free medium
1 % Fungizone
1 % PenStrep
SfOET-Nahrmedium 5% FBS
0,25 % G-418
In Ex-Cell 420 Insect serum-free medium
50 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
TBS-T-Puffer 0.2 % (v/v)  Tween-80

Mit 10 M NaOH auf pH 8,0 einstellen

4. Chemikalien

Agar-Agar Merck, Darmstadt, Deutschland
Amphotericin B (Fungizone) (250 ug/ml) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bluo-Gal Peqlab, Erlangen, Deutschland
DEPC-Wasser Invitrogen, Leek, Niederlande

dNTPs Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Applichem, Darmstadt, Deutschland

Geneticin G-418 (60000 ug/ml)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Gentamicin (50mg/ml)

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Hefe-Extrakt

Merck, Darmstadt, Deutschland

IPTG Peqlab, Erlangen, Deutschland

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Kanamycinsulfat Roth, Karlsruhe, Deutschland

NaCl VWR, Pennsylvania, USA
Penicillin-Streptomycin Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
PEG 6000 Roth, Karlsruhe, Deutschland

PMSF Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tetracyclin Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau (0,4%) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Trypton Thermo Scientific, Wesel, Deutschland

Wasser, Optigrade

LGC Standards, Wesel, Deutschland
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S.

Reagenzienansitze und Kits

Agilent DNA 1000 Kit

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Agilent DNA 7500 Kit Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
Bac-to-Bac Baculovirus Expressions Tnvitrogen, Leek, Niederlande
System

FectoFly DNA Transfektions-Reagenz

Polyplus, New York, USA

Gateway LR Clonase Enzym Mix

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

HotStarTaq Master Mix Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

iBlot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose,
Mini

Invitrogen, Leek, Niederlande

iBlot Western Detection Kit

Invitrogen, Leek, Niederlande

iBlot Western Detection Stacks, Mini

Invitrogen, Leek, Niederlande

NBT/BCIP Detektionsreagenz (AP)

Thermo Scientific, Wesel, Deutschland

NucleoBond Xtra BAC Plasmid Maxiprep
Kit

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Proteinmarker SeeBlue Plus2

Invitrogen, Leek, Niederlande

recomLine HEV IgG/IgM

Mikrogen Diagnostik, Neuried, Deutschland

6. Plasmide und Bacmide

HEV ORF2 Genotyp 1 in pENTR207

Gateway®-Eingangsvektor (Max-von-
Pettenkofer-Institut)

HEV ORF2 Genotyp 2 in pMK-RQ

Eingangsklon (GeneArt)

HEV ORF2 Genotyp 3 in pMK-RQ

Eingangsklon (GeneArt)

HEV ORF2 Genotyp 4 in pMK-RQ

Eingangsklon (GeneArt)

pDESTS

Gateway®-Zielvektor (INVITROGEN)

HEV ORF2 Genotyp 1 in pDESTS8

Expressionsvektor (selbst hergestellt)

HEV ORF2 Genotyp 2 in pDESTS8

Expressionsvektor (selbst hergestellt)

HEV ORF2 Genotyp 3 in pDESTS8

Expressionsvektor (selbst hergestellt)

HEV ORF2 Genotyp 4 in pDESTS8

Expressionsvektor (selbst hergestellt)

bMON14272

Original Bacmid (in Invitrogen DH10 Bac s. 8)

HEV ORF2 Genotyp 1 in bMON14272

Rekombinantes Bacmid (selbst hergestellt)

HEV ORF2 Genotyp 2 in bMON14272

Rekombinantes Bacmid (selbst hergestellt)

HEV ORF2 Genotyp 3 in bMON14272

Rekombinantes Bacmid (selbst hergestellt)

HEV ORF2 Genotyp 4 in bMON14272

Rekombinantes Bacmid (selbst hergestellt)

ORF2 bezeichnet das trunkierte Kapsidprotein des Hepatitis E Virus

Genotyp 1: Trunkierte ORF2-Gensequenz; Wildtyp; 112-608 (AS)

Genotyp 2: Trunkierte ORF2-Gensequenz; codonoptimiert fiir Insektenzellen; 112-607 (AS)
Genotyp 3: Trunkierte ORF2-Gensequenz; codonoptimiert fiir Insektenzellen; 112-608 (AS)
Genotyp 4: Trunkierte ORF2-Gensequenz, codonoptimiert fiir Insektenzellen; 112-608 (AS)
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7. Baculoviren

AcMNPV + HEV ORF2 Genotyp 1

Rekombinantes Baculovirus (selbst hergestellt)

AcMNPV + HEV ORF2 Genotyp 2

Rekombinantes Baculovirus (selbst hergestellt)

AcMNPV + HEV ORF2 Genotyp 3

Rekombinantes Baculovirus (selbst hergestellt)

AcMNPV + HEV ORF2 Genotyp 4

Rekombinantes Baculovirus (selbst hergestellt)

ORF2 bezeichnet das trunkierte Kapsidprotein des Hepatitis E Virus

Genotyp 1: Trunkierte ORF2-Gensequenz; Wildtyp; 112-608 (AS)

Genotyp 2: Trunkierte ORF2-Gensequenz; codonoptimiert fiir Insektenzellen; 112-607 (AS)
Genotyp 3: Trunkierte ORF2-Gensequenz; codonoptimiert fiir Insektenzellen; 112-608 (AS)
Genotyp 4: Trunkierte ORF2-Gensequenz, codonoptimiert fiir Insektenzellen; 112-608 (AS)

8. Zellen

Spodoptera frugiperda (Sf9) Zellen

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Spodoptera frugiperda Easy Titer (Sf9 ET) Zellen

Max-Planck-Institut fiir
Martinsried, Deutschland

Biochemie,

E. coli ,,One Shot Top 10

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

E. coli , MAX Efficiency DH10 Bac*

Invitrogen, Leek, Niederlande

9. Restriktionsenzyme und Primer
Bezeichnung Beschreibung Hersteller
BstGI Restriktionsenzym New England BioLabs,
Erkennungssequenz: 5'..T"GTACA...3' Massachusetts, USA
pUC/M13- Vorwirtsprimer Metabion, Planegg,
Forward 5-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3" | Deutschland
pUC/M13- Riickwirtsprimer Metabion, Planegg,
Reverse 5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3" | Deutschland
Vorwirtsprimer Metabion, Planegg,
pBakPAC-FP 5"-TAAAATGATAACCATCTCGC-3" Deutschland Deutschland
EBV-RP Riickwirtsprimer Metabion, Planegg,
5-GTGGTTTGTCCAAACTCATC-3" Deutschland
10. Antikorper
Bezeichnung Merkmale Bezugsquelle
Humanserum

Patientenprobe ,,Alia“

Patientin mit akuter Hepatitis E
Anti-HEV-IgM+/HEV-RNA+
Nicht genotypisiert

Max von Pettenkofer-Institut,
Miinchen, Deutschland

Monoklonaler
Antikorper

Maus-Antikorper
Monoklonal

Isotyp: Mouse I1gG2a
Spezifitit: Anti-HEV ORF2

Maus-

Enogene, Aachen,

Deutschland
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Sekundirantikorper Anti- | HRP-konjugiert

Human IgG/IgM- | (aus recomLine HEV IgG/IgM Mlkrpgen Diagnostiks,
. Neuried, Deutschland

Konjugat Test)

T . AP-konjugiert
Sekunddrantikorper Anti- (aus iBlot Western Detection Invitrogen, Leek, Niederlande
Maus AP e .

Chromogenic Kit, anti-mouse)

11. Gateway-Klonierung

Die Gateway Technologie ist eine Klonierungsmethode, die auf den
seitenspezifischen Rekombinationseigenschaften des Bakteriophagen Lambda
beruht. Der Phage A integriert mit Hilfe bestimmter Enzyme seine DNA in das
Genom von E. coli. Durch diese Technik kénnen DNA-Sequenzen schnell und

effizient in verschiedene Vektorsysteme integriert werden.

Fir die A-basierte Rekombinationsreaktion sind sowohl die DNA-
Rekombinationssequenzen (att-sites) als auch bestimmte Proteine notig.
Verwendet wird hierfiir der Gateway Clonase 1I Enzym-Mix, welcher Lambda-
und E. coli-kodierte Rekombinationsproteine beinhaltet. Dieser Enzym-Mix
katalysiert das Aneinanderlagern der entsprechenden Bindungsstellen, die Teilung
und die kovalente Bindung der DNA. Die an der Reaktion beteiligten Proteine
unterscheiden sich in Abhingigkeit davon, ob Lambda den lytischen oder den
lysogenen Reaktionsweg ausfiihrt. Fiir den lytischen Reaktionsweg ist zusitzlich

das Enzym Excisionase (Xis) erforderlich (s. Tab. 5).

Reationspfad | Reaktion Katalysiert durch
BP-Reaktion:
attB x attP — attL x attR
LR-Reaktion:
attL x attR — attB x attP

Lysogen Gateway BP Clonase II (Int, IHF)

Lytisch Gateway LR Clonase II (Int, Xis, IHF)

Tabelle 5: Lytischer und lysogener Reaktionsweg der Gateway-Klonierung. Die BP-Reaktion
wird durch die Proteine Integrase (Int) und Integration Host Factors a/b (IHF) katalysiert.
Bei der LR-Reaktion muss zusitzlich das Enzym Excisionase (Xis) vorhanden sein.
AuBlerdem werden spezifische Rekombinations-Stellen (att-sites) sowohl in der zu
iibertragenden DNA als auch in der Ziel-DNA bendétigt.

11.1. BP-Reaktion

Die Lambda-Rekombination erfolgt zwischen den seitenspezifischen
Bindungsstellen (att-sites). Fiir die BP-Reaktion muss sich das zu transferierende
Gen zwischen den Bindungsstellen B (attB) befinden. Der Donorvektor besitzt
das ccdB-Gen, welches fiir einen Gyrasehemmer codiert und so der negativen

Selektion dient. Dieses Gen ist von den Bindungsstellen P (attP) flankiert.
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Bei der BP-Reaktion handelt es sich um den lysogenen Reaktionspfad, der durch
die Gateway BP Clonase II katalysiert wird. Diese enthilt das Enzym Integrase
(Int) der Bakteriophage Lambda und die Proteine von E. coli, die sogenannten
Integration Host Factor (IHF)-Proteine. Durch Rekombination des attB-Substrats,
welches das zu exprimierende Gen enthélt, mit dem attP-Substrat, das auch als
Donor-Vektor bezeichnet wird, erhilt man den Eingangsklon (engl.: ,entry®).
Durch die Rekombination @ndern sich die Bindungsstellen. Die Bindungsstellen
des Eingangsklons bezeichnet man als Bindungsstellen L (attL). Zwischen diesen
Bindungsstellen L befindet sich nun die gewiinschte rekombinante Gensequenz (s.
Abb. 10). Als Bei-Produkt bleibt das ccdB-Gen, welches an beiden Seiten attR-
Bindungsstellen tragt.

attB alt8 attP altP

& 3 W ;

Erwilnschtes Gen

aftR attR

L E1 W

Nebenprodukt

BP Clonase® I

Donor-
vektor

Abbildung 10: BP-Reaktion der Gateway-Klonierung, schematisch (INVITROGEN, 2012).
Das erwiinschte Gen (attB) wird mit dem Enzym-Mix BP Clonase II (Int, IHF) in einen
Vektor (attP) integriert. Das daraus entstehende Plasmid ist der Entry-Vektor (attL).

11.2. LR-Reaktion

Bei der LR-Reaktion verlduft der Reaktionspfad lytisch und wird durch die
Gateway LR Clonase II katalysiert. Diese enthélt neben dem Enzym Integrase
(Int) und den Integration Host Factor (IHF)-Proteinen zusitzlich das Enzym
Excisionase (Xis) der Bakteriophage Lambda. Die LR-Reaktion ermdglicht die
Rekombination des gewiinschten Gens im Entry-Vektor, auch attL-Substrat
genannt, mit dem ccdB-Gen im Ziel-Vektor, auch attR-Substrat genannt. Enthélt
der Zielvektor nach erfolgreicher Rekombination die gewiinschte Gensequenz,
nennt man ihn Expressionsvektor. Der Expressionsvektor besitzt die
Bindungsstellen B (attB-sites), die die eingefiigte Gensequenz flankieren. Als Bei-
Produkt entsteht ein Plasmid, welches zwischen den Bindungsstellen P (attP) die
ccdB-Gensequenz trigt. Das ccdB-Gen codiert fiir einen Gyrasehemmer und dient

der Negativselektion (s. Abb. 11).
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Abbildung 11: LR-Reaktion der Gateway-Klonierung, schematisch (INVITROGEN, 2012).
Durch Rekombination wird das gewiinschte Gen aus dem Entry-Vektor in den Zielvektor
integriert. Das daraus entstehende Reaktionsprodukt ist der Expressionsklon. Katalysiert
wird diese Reaktion von dem Enzym-Mix LR Clonase II (Int, IHF, Xis).

12. Baculovirales Proteinexpressionssystem

Das Bac-to-Bac Baculovirus Expressionssystem der Firma Invitrogen ermoglicht

die in-vitro-Herstellung rekombinanter Baculoviren.

Die gewiinschte Gensequenz wird via Gateway-Klonierung in den Zielvektor
(,DONR-Vektor®) integriert. AnschlieBend wird dieses Transgen in E. coli
DH10Bac transformiert. E. coli DH10Bac enthilt das Bacmid bMON14272 (136
kb), welches das Genom des Baculovirus tridgt, sowie das Helferplasmid
pMON7124 (13,2 kb). Das Helferplasmid codiert fiir eine Tetracyclin-Resistenz
und fiir das Enzym Transposase, das bendétigt wird, um das Tn7-Segment des
rekombinanten Plasmids in das Bacmid einzufiigen. Das Bacmid enthilt neben
dem Genom des Baculovirus AcMNPV die Gensequenz fiir eine Kanamycin-
Resistenz, fiir einige wenige Kopien des Mini-F-Replikons und ein DNA-Segment
mit LacZa, das zusitzlich die Anlagerungsstelle miniattTn7 fiir das bakterielle
Transposon Tn7 beinhaltet. Indem das Tn7-Segment durch Transposition in die
miniattTn7-Anlagerungsstelle des Bacmids integriert wird, entsteht das
rekombinante Bacmid. Ist die Transformation erfolgreich, wird dadurch die
LacZa-Sequenz unterbrochen und die Expression des LacZa-Peptids verhindert.
Die Kolonien, die ein rekombinantes Bacmid enthalten, sind auf speziellen
Agarplatten fiir DH10Bac (s. III/3.) von weiller Farbe. Bei den blauen Kolonien
ist die LacZa-Kassette intakt und das Bacmid unveridndert. AnschlieBend wird aus
den weiBen Kolonien die rekombinante Bacmid-DNA isoliert. Diese
rekombinante Bacmid-DNA wird zur Transfektion der Insektenzellen verwendet.
Die transfizierten Insektenzellen erzeugen rekombinante Baculoviren, welche in
den Zellkulturiiberstand freigesetzt werden. Da das gewiinschte Gen in der

baculoviralen DNA integriert ist, exprimiert das rekombinante Virus neben den
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eigenen Proteinen auch das rekombinante Protein. Abbildung 12 zeigt die

Arbeitsschritte der baculoviralen Proteinexpression im Uberblick.
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Abbildung 12: Ubersicht zur baculoviralen Proteinexpression, modifiziert nach
(INVITROGEN, 2013a). Das erwiinschte Transgen wird in den Zielvektor integriert und
anschliefend in kompetente E. coli DH10Bac transformiert. Die Blau-WeiB-Selektion dient
zur Erkennung der Kolonien mit rekombinanter Bacmid-DNA. Diese wird isoliert und zur
Transfektion der Insektenzellen verwendet. Nach Titerbestimmung werden die
rekombinanten Baculoviren amplifiziert und zur Proteinexpression eingesetzt.

In dieser Arbeit war das erwiinschte Gen die trunkierte HEV-ORF2-Sequenz.
Diese wurde in den pDEST8-Vektor kloniert. Der Expressionsvektor pDESTS-
ORF2 wurde in kompetente E. coli DH10Bac transformiert, um durch Integration
der entsprechenden Gensequenz Bakterien mit rekombinanter Bacmid-DNA zu
erzeugen. Die rekombinante Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 wurde isoliert.
Abbildung 13 stellt die Herstellung rekombinanter Bacmid-DNA detailliert dar.
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Abbildung 13: Ubersicht zur Herstellung rekombinanter Bacmid-DNA. Zur Herstellung
rekombinanter Bacmid-DNA wird das Transgen zwischen Tn7R und Tn7L in das Bacmid
bMON14272 der E. coli DH10 Bac-Zelle transformiert. AnschlieBend wird die Gensequenz
in die miniattTn7-Bindungsstelle der LacZa-Kassette integriert. Aus diesen Kolonien wird
die rekombinante Bacmid-DNA isoliert. (Amp: Ampicillin, Gen: Gentamicin, Kan:
Kanamycin, ORF: Open reading frame, R: Resistenzgen, Tet: Tetracyclin)

Zur Transfektion, Virusamplifikation und Proteinexpression wurden in dieser
Arbeit Sf9-Insektenzellen verwendet. Die Verdiinnungs-Titration zum Endpunkt
wurde mit SfOET-Insektenzellen durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um eine
spezielle Titrationszelllinie fiir Baculoviren, welche das vom baculoviralen

Polyhedrin-Promotor kontrollierte eGFP-Gen besitzt.

13. Molekularbiologische Methoden

13.1. Herstellung der Expressionsvektoren mit der Gateway-Technologie
In der BP-Reaktion wurde die trunkierte HEV-ORF2-Gensequenz in den Vektor
pDONR207 hinein rekombiniert. Die ORF2-Gensequenz des Genotyps 1
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entspricht ~ einer  trunkierten =~ HEV-ORF2-Wildtypsequenz (GenBank
Eintragungsnummer: L08816aa, nt 334-1824 bzw. aa 112-608) und wurde nicht
codonoptimiert. Die trunkierte ORF2-Gensequenz der Genotypen 2 (GenBank
Eintragungsnummer: M74506.1, aa 112-607), 3 (AB189074.1, aa 112-608) und 4
(AB097812.1, aa 112-608) wurde fiir Insektenzellen codonoptimiert und von der
Firma GeneArt synthetisiert.

Durch LR-Reaktion wurden die trunkierten HEV-ORF2-Genabschnitte in den
Zielvektor pDESTS8 rekombiniert (s. 1II/11.2.). Dieser besitzt eine Gentamicin-
Resistenz, einen Polyhedrin-Promotor auf der Gateway-Rekombinationskassette
und ein SV40-Polyadenylierungssignal. Der Polyhedrin-Promotor steuert die
Expression des rekombinanten Proteins aus Sf9-Insektenzellen, wihrend das
SV40-Polyadenylierungssignal fiir die Polyadenylierung der mRNA sowie fiir die

Transkriptionstermination sorgt.

Die Reagenzien fiir den LR-Reaktionsansatz wurden in derselben Reihenfolge,

wie in Tabelle 6 aufgelistet, in ein Reaktionsgefil} pipettiert und fiir 3 h bei 25°C

inkubiert.
Destilliertes Wasser 1,0 ul
Zielvektor pDESTS 1,5 ul 100 ng/ul
Eingangsklon mit HEV-ORF2-Gensequenz 1,5 ul 100 ng/ul
LR-Mix 1,0 ul
Gesamtvolumen 5,0 ul

Tabelle 6: Ligationsansatz fiir die Gateway-LR-Reaktion. Der LR-Mix enthélt die Enzyme
Int (Integrase), IHF (Integration Host Factor) und Xis (Excisionase), welche die LR-
Reaktion katalysieren.

War die LR-Reaktion erfolgreich, trigt das rekombinante Plasmid pDEST8-ORF2
(GT 1-4), auch Expressionsvektor genannt, flankiert von Tn7 Transposase-
Erkennungsstellen (Tn7R und Tn7L) die trunkierte ORF2-Sequenz des Hepatitis
E Virus.

13.2. Transformation
Unter Transformation versteht man die nicht-virale Ubertragung von freier DNA
in chemisch kompetente Bakterienzellen. In der Gentechnik ist dies eine bewihrte

Methode, um Plasmid-DNA zu vervielfiltigen.
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13.2.1. Transformation des Expressionsklons in E. coli Top10
Fiir die Transformation wurden chemisch kompetente E. coli “One Shot TOP10”

verwendet. Der Genotyp der TOP10 Zellen lautet:

F- merA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ¢80/acZAM15 AlacX74 recAl

araD139 A(ara.leu) 7697 gall galK rpsL (Str) endA1 nupG

Fiir die Transformationsreaktion wurden je Reaktionsansatz 75 ul chemisch
kompetente E.coli Topl10 auf Eis aufgetaut. Der LR-Ansatz (s. I1I/13.1), welcher
auch den Expressionsklon pDEST8-ORF2 enthilt, wurde zu den aufgetauten
Zellen pipettiert, vorsichtig vermengt und 20 min. auf Eis inkubiert. Nach einem
einminiitigen Hitzeschockprozess bei 42°C wurde der Ansatz 3 min. auf Eis
heruntergekiihlt. Nach Zugabe von 250 ul S.0.C.-Medium wurde der Ansatz 45
min. bei 37°C inkubiert. Je 100 ul, 50 pl und 10 pl des Transformationsansatzes
wurden auf LB-Ampicillin-Agar (s. III/3.) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C
bebriitet. Um zu verifizieren, dass die LR-Reaktion und Transformation korrekt
verlaufen sind, wurden Kolonien gepickt, die Plasmid-DNA isoliert und via

Restriktionsverdau (s. 11I/13.4.1.) analysiert.

13.2.2. Transformation der Expressionsklone in E. coli DH10Bac

Die E. coli DH10Bac Zellen enthalten das Bacmid bMON14272, in welches die
HEV-ORF2-Genabschnitte integriert werden sollen. Fiir die Transformation der
Expressionsklone pDEST8-ORF2 (GT 1-4) in E. coli DH10Bac wurden 25 pl
chemisch kompetente E. coli MAX Efficiency DH10Bac auf Eis aufgetaut. Zu
den Zellen wurden 5 pl (1 ng) des rekombinanten Plasmids pDEST8-ORF2 aus
einer Minipraparation (s. III/13.3.1.) gegeben. Zur Kontrolle wurde derselbe
Ansatz mit 5 pl (50pg) pUC19 durchgefiihrt. Der Transformationsansatz wurde 30
min. auf Eis inkubiert. Nach 45 sec. Hitzeschockprozess bei 42° wurde der Ansatz
nochmals 2 min. auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 225 ul S.0.C.-Medium wurde
der Ansatz im Schiittelinkubator mit 225 rpm bei 37°C fiir 4 h inkubiert. Das
S.0.C.-Nédhrmedium sorgt fiir eine verbesserte Vitalitit der E. coli Zellen und
somit fiir eine hohere Transformationsrate. Es wurden drei Verdiinnungsstufen
(107, 1072, 1073) mit S.0.C.-Medium hergestellt. 100 pl jeder Verdiinnung
wurden auf LB-Agar fiir E. coli DH10Bac (s. III/3.) ausgespatelt und 48 h bei
37°C bebriitet. Von der pUC19-Kontrolle wurden 100 pl einer 1:100 Verdiinnung
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auf LB-Ampicillin-Agar (s. III/3.) ausgespatelt und ebenfalls 48 h bei 37°C

inkubiert.

Die Agarplatten fiir E. coli DH10Bac enthalten IPTG und X-Gal. IPTG ist ein
kiinstlicher Induktor, der das Lac-Operon aktiviert. Infolge dessen exprimiert der
LacZo-Genabschnitt das Enzym [-Galactosidase, welches das chromogene
Substrat X-Gal zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol hydrolysiert.
Das 5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol wird durch Luftsauerstoff zum blauen 5,5-
Dibrom-4,4-dichlor-indigo oxidiert. Folglich erscheinen die Kolonien mit
unveridndertem Bacmid und somit funktionsfihiger LacZa-Gensequenz blau. Das
bedeutet, dass die Transformation nicht erfolgreich war und der HEV ORF2-
Genabschnitt nicht in das Bacmid integriert werden konnte (s. I1I/12. u. Abb. 13).

Bei erfolgreicher Insertion der mini-Tn7-Sequenz des rekombinanten Plasmids
pDEST8-ORF2 in die mini-attTn7-Bindungsstelle des Bacmids bMON14272
wird die LacZo-Gensequenz unterbrochen. Folglich wird die Expression des
LacZa-Peptids verhindert und die Kolonien, welche das rekombinante Bacmid
besitzen, sind von weiller Farbe. Die weilen Kolonien wurden gepickt und
mehrfach auf frisches LB-Agar fiir E. coli DH10Bac (s. I1I/3.) iiberimpft, um
sicherzustellen, dass mit einem reinen Klon weitergearbeitet wird. Von jener
Agarplatte, welche von rein weillen Kolonien iibersidt war, wurde eine einzelne
Kolonie gepickt und in LB-Medium fiir E. coli DH10Bac (s. III/3.) bei 37°C in
einer Ubernachtkultur angereichert. Die rekombinante Bacmid-DNA wurde
isoliert (s. I1I/13.3.1.) und mit Hilfe der pUC/M13-PCR (s. 11I/13.4.2.) iiberpriift.
Anschlieend wurde zur Steigerung der Ausbeute ein groBeres Kulturvolumen
angesetzt, woraus die rekombinante Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 (GT 1-4)
mit der Methode der Maxipriparation (s. I1I/13.3.2.) isoliert werden konnte.

13.3. Praparation von Plasmid-DNA
Die Technik der Plasmidpriparation ermoglicht es, Plasmid-DNA aus

transformierten Bakterienzellen zu isolieren.

13.3.1. Minipriparation (1,5 ml Kultur)

Zur Isolierung der rekombinanten Plasmid-DNA pDEST8-ORF2 (GT 1-4) aus E.
coli Top 10 und zur Isolierung der rekombinanten Bacmid-DNA bMON14272-
ORF2 (GT 1-4) aus E. coli DH10Bac wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit
I (s. III/9.) verwendet.
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Jede gepickte Bakterienkolonie wurde in Schiittelrohrchen mit je 3,5 ml des
entsprechenden LB-Mediums (s. III/3.) inokuliert und {iber Nacht im
Schiittelinkubator bei 37°C bebriitet.

Zur Herstellung der Minipriparationen wurde von jeder Ubernachtkultur 1,5 ml
abpipettiert und die Plasmid-DNA nach Herstellerangaben isoliert. Die
Konzentration der eluierten DNA wurde im NanoDrop bestimmt (s. I11/13.3.4.).

13.3.2. Maxipriparation (500 ml Kultur)

Zur Isolation groler Mengen rekombinanter Bacmid-DNA bMON14272-ORF2
(GT 1-4) aus E. coli DH10Bac wurde das NucleoBond Xtra BAC Plasmid
Maxiprep Kit (s. I11/9.) verwendet.

Es wurde je eine Ubernachtkultur der rekombinanten Bacmide bMON14272-
ORF2 (GT1-4) hergestellt, indem 1 ml Anreicherungsbouillon zu 500 ml LB-
Medium fiir DHI10Bac (s. III/3.) gegeben und diese {iiber Nacht im
Schiittelinkubator bei 37°C bebriitet wurde. Die Isolation der Bacmid-DNA

erfolgte gemél Herstellerangaben.

Die DNA-Konzentration wurde im NanoDrop bestimmt (s. II1/13.3.4.). Die
Aufbewahrung der angefertigten Aliquots erfolgte bei 4°C. Dieser
Temperaturbereich dient der kurzfristigen Lagerung jener Menge, die zur
Weiterverarbeitung bereitgehalten werden soll. Die Haltbarkeit der Bacmid-DNA

bei 4°C liegt bei maximal vier Wochen.

13.3.3. Herstellung von Glycerolstocks

Um Dauerkulturen der rekombinanten E.coli DH10Bac-Zellen (s. III/13.2.2.)
anzulegen, wurden 0,75 ml der Maxi—Prép—Ubernachtkultur (s. 1II/13.3.2.) in ein
Cryorohrchen pipettiert und 0,25 ml steriles 80%iges Glycerin zugegeben. Die
Glycerolstocks wurden gevortext und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die

Langzeitlagerung erfolgte bei -80°C.

13.3.4. Quantitative Nukleinsiureanalyse
Um die Konzentration der isolierten Plasmid- oder Bacmid-DNA (s. III/13.3.) zu
bestimmen, wurde von jeder Probe 1 pl mit dem NanoDrop 1000 Photometer

vermessen. Als Leerwert diente destilliertes Wasser.
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13.4. Uberpriifung der Integritiit des inserierten Transgens
Um die InsertgroBe eines Plasmids zu bestimmen, konnen verschiedene
Nachweisverfahren zum FEinsatz kommen. In dieser Arbeit wurde der

Restriktionsverdau und die qualitative Endpunkt-PCR genutzt.

13.4.1. Restriktionsverdau mit BsrGI
Bakterielle Restriktionsendonucleasen erkennen spezifische Sequenzen artfremder
bzw. viraler DNA und konnen deren Phosphodiester-Briicken spalten. Die

Sequenz ist sehr hidufig palindromisch (z.B. BsrGI: 5'_T'GTACA_3").

Ausgangsmaterial fiir den Restriktionsverdau war die rekombinante Plasmid-
DNA pDEST8-ORF2 (GT 1-4), welche mittels Miniprdparation (s. I1I/13.3.1.)
isoliert wurde. Mit Hilfe des Restriktionsenzyms BsrGI konnte iiberpriift werden,
ob die Transformation (s. 1II/13.2.1.) der ORF2-tragenden Plasmide in die

chemisch kompetenten E. coli Top 10-Bakterien erfolgreich war.

Fiir den Restriktionsverdau wurde ein Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 10
ul hergestellt. Dieser enthielt 0,25 ul BsrGI-Enzym, 0,1 ul BSA, 1,0 ul NE-Puffer
(10x), 5,65 pl destilliertes Wasser und 3,0 pl (bzw. 1 pg) Plasmid-DNA und
wurde fiir mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Als Negativkontrolle diente der

pDESTS-Leervektor.

13.4.2. PCR mit pUC/M13-Primern

Die Polymerasekettenreaktion ermoglicht die Vervielfiltigung einer genau
definierten DNA-Sequenz in vitro. Dazu werden zwei einzelstringige, speziell
synthetisierte Primer bendtigt, die komplementir an die Matrize binden kdnnen.
Die PCR-Reaktion verlduft in drei Schritten. Das Erhitzen des Ansatzes im
Thermocycler fiithrt zur thermischen Denaturierung des DNA-Doppelstrangs,
woraus sich zwei Einzelstrange bilden. AnschlieBend wird durch Abkiihlen des
Ansatzes die Anlagerung der Primer an die Matrize, das sog. Annealing,
ermoglicht. Die thermostabile Taq-Polymerase katalysiert die Anlagerung der
hinzugegebenen DNA-Nukleotide an die Primer komplementir zum DNA-
Einzelstrang, der als Matrize fungiert. Dieser dritte Reaktionsschritt wird als
Elongation bezeichnet. AnschlieBend beginnt der Zyklus von neuem, wobei auch
die neu synthetisierten DNA-Sequenzen als Matrize dienen. Dadurch wird eine

exponentielle Amplifikation der gewiinschten DN A-Sequenz erzielt.
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Zum Nachweis der rekombinanten Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 (GT 1-4)
wurde eine PCR mit den Primern pUC/M13-Forward und pUC/M13-Reverse (s.
I1I/9.) durchgefiihrt. Diese Primer binden zu beiden Seiten der mini-attTn7-
Region, welche die trunkierte HEV-ORF2-Gensequenz enthilt (s. Abb. 14).

Transformierte Sequenz aus pDEST8-ORF2

J—

A

Bacmid-DNA
bMON14272-ORF2
(GT 1-4) [

|

—
—
Primer Primer
pUC/M13- pUC/M13-
Forward Reverse

Abbildung 14: pUC/M13-PCR zum Nachweis der rekombinanten Bacmide bMON14272-
ORF2 (GT 1-4), modifiziert nach (LIU et al., 2014). Mit den Primern pUC/M13-Forward
und pUC/M13-Reverse wird die Tn7-Sequenz der rekombinanten Bacmin-DNA, welche die
ORF2-Sequenz beinhaltet, amplifiziert und die Fragmente anschlieBend im Bioanalyzer
ausgewertet.

Die Zusammensetzung des Mastermix besteht neben den beiden Primern
pUC/M13-Forward und pUC/MI13-Reverse aus dem 2-fach konzentrierten
HotStarTaqg ~ MasterMix  und  destilliertem  Wasser. Das  genaue
Mischungsverhiltnis ist Tabelle 7 zu entnehmen. Die beiden Primer wie auch die

Template-DNA wurden 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt.

1x 20x
Destilliertes Wasser 6,5 ul 130 pl
2-fach PCR-Reaktionsmix =
(HotStarTagMasterMix) 12,54 250l
Primer pUC/M13-Forward (1:10 Verd.) 0,5 ul 10 ul
Primer pUC/M13-Reverse (1:10 Verd.) 0,5 ul 10 ul
Gesamtvolumen Mastermix 20 ul 400 pl

Tabelle 7: Zusammensetzung des Mastermix zur Template-Vorbereitung auf die pUC/M13-
PCR.
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5 ul Template-Verdiinnung wurden zu 20 ul Mastermix-Losung pipettiert. Diese
Proben wurden anschlieBend gevortext und im Thermocycler mit dem in Tabelle

8 angegebenen Programm vervielfiltigt.

Schritt Zeit Temperatur Zyklen
Initialisierung 15 min. 95 °C 1x
Denaturierung 45 sec. 94 °C

Primerhybridisierung 30 sec. 57 °C 30x
Amplifikation 2 min. 72 °C

Abschlusszyklus 5 min. 72 °C Ix
Kiihlung o0 4°C Ix

Tabelle 8: Thermocycler-Programm der pUC/M13-PCR.

13.4.3. Qualitative Nukleinsiureanalyse

Das Laborgerit Agilent-2100-Bioanalyzer analysiert DNA-Fragmente basierend
auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese. Diese Lab-on-a-Chip-Technologie
kann eine herkdmmliche analytische Agarose-Gelelektrophorese ersetzen. Durch
Mikrofluidtechnologie wird eine gleichzeitige und automatisierte Auswertung von
12 DNA-Proben beziiglich ihrer Konzentration und Gréfe ermdoglicht. Aus diesen
Daten generiert der Bioanalyzer Elektropherogramme (Peaks) und gelartige Bilder
(Banden). Um die Integritit der isolierten DNA zu iiberpriifen wurde das 7500-
DNA-Kit verwendet, dessen Messbereich fiir dSDNA-Fragmente zwischen 100 bp
und 7500 bp liegt.

13.5. Sequenzierung
Die Sequenzierung der Plasmid-Insertsequenzen wurde bei der Firma GATC

Biotech durchgefiihrt.

Hierfiir wurden die Proben gemiéf der Vorgaben fiir “Light-Run”-Sequenzierung

angesetzt.

Die beiden Primer pBacPAK-FP und EBV-RP (s. III/9.) flankieren die
Rekombinationskassette des Plasmids pDEST8-ORF2 (GT 1-4). Dadurch konnten
alle HEV-ORF2-Sequenzen verifiziert werden.

Mit Hilfe der BioEdit Software wurden die Daten ausgewertet und mit

Referenzsequenzen abgeglichen.
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14. Zellkulturverfahren

14.1. Kultivierung von Sf9- und Sf9ET-Insektenzellen

Beide Insektenzelllinien wurden in Suspension in Erlenmeyerkolben bei 27°C und
80 rpm im Schiittelinkubator kultiviert. Die Zusammensetzung der Ndhrmedien
fir die Sf9-Insektenzellen und fiir die Sf9ET-Insektenzellen ist im

Gliederungspunkt I11/3. aufgefiihrt.

Um die Insektenzellen in der logarithmischen Wachstumsphase zu halten wurden
sie jeden zweiten Tag auf eine Dichte von 1x1076 Zellen/ml gesplittet, bzw.

verdinnt.

14.2. Zellzahlbestimmung

Zur Uberpriifung der Zellzahl pro ml wurde eine 1:10 Verdiinnung der
Zellsuspension auf eine Ziahlkammer nach Fuchs-Rosenthal aufgetragen. Unter
dem Mikroskop wurde die Anzahl der Zellen in 16 Kleinstquadraten mit einem

mechanischen Zellzdhlgerit bestimmt.

Diese Gesamtzahl der Zellen in 16 Kleinstquadraten multipliziert mit dem Faktor

50.000 ergibt die Zellzahl pro ml.

14.3. Vitalitiatsbestimmung

Zur Bestimmung der Zellvitalitit nach dem Auftauen wurde ein Teil
Zellsuspension mit zwei Teilen Trypanblau gemischt und auf die Fuchs-
Rosenthal-Zdhlkammer aufgetragen. Trypanblau férbt tote Zellen nach ca. einer
Minute blau an. In lebende Zellen mit intakter Zellmembran kann Trypanblau

nicht eindringen und sie bleiben somit farblos.

Zur Berechnung der prozentualen Vitalitit der Zellen wurden in 16
Kleinstquadraten alle angefiarbten defekten Zellen gezdhlt. In einem zweiten
Zihldurchgang wurde die Gesamtzahl der Zellen, also Vitale und Defekte,

ermittelt. Mit nachstehender Formel wurde die prozentuale Zellvitalitit berechnet:

Anzahl blauer Z elien)}
x

Vitale Zell =|1—
itale Zellen (%) [ ( Gesamtzellzahl

Zellsuspensionen, welche zur Transfektion verwendet werden, sollten eine

Zellvitalitdt von mindestens 95% besitzen (INVITROGEN, 2013b).
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15. Virologische Methoden

15.1. Herstellung rekombinanter Baculoviren durch Bacmid-
Transfektion

Unter Transfektion versteht man das Einschleusen fremder DNA in eukaryotische
Zellen. In dieser Arbeit wurden Sf9-Insektenzellen mit rekombinanter
Baculovirus-(Bacmid-)DNA AcMNPV-ORF2 (GT 1-4) transfiziert. Diese
rekombinante Baculovirus-DNA trigt jeweils eine Form der trunkierten HEV-
ORF2-Gensequenz der vier Genotypen in sich, welche fiir das Kapsidprotein des
Hepatitis E Virus kodiert. Nach erfolgreicher Transfektion produzieren die Sf9-
Zellen rekombinante Baculoviren, welche sich sowohl in den Zellen als auch im

Zellkulturiiberstand befinden.

Zwei Stunden vor der Transfektion wurden in jede Vertiefung einer 6-Well-Platte
1,6 ml Sf9-Zellsuspension mit einer Zelldichte von 1,25x1076 Zellen/ml pipettiert
und bei 27°C inkubiert, um eine Anhaftung der Sf9-Zellen am Plattenboden zu
erzielen (POLYPLUS-TRANSFECTION, 2010).

Anschlieend wurden zwei 1,5 ml-Reaktionsgefifle mit je 100 ul NaCl (150 mM)
befiillt. In eines dieser Reaktionsgefdle wurden 9 ng rekombinante Baculovirus-
(Bacmid-)DNA zugegeben und durch vortexen gemischt. In das andere
Reaktionsgefdl wurden 9 ul FectoFly-Transfektionsreagenz hinzugefiigt und
gemischt. Die FectoFly-Verdiinnung wurde in die DNA-Verdiinnung pipettiert, 10
sec. gevortext und fiir 30 min. bei RT inkubiert. Diese FectoFly-DNA-Mixtur
wurde tropfenweise auf den Sf9-Zellrasen gegeben, um eine gleichmifBige
Verteilung zu gewihrleisten. Nach einer Inkubationsdauer von 4 h bei 27°C
wurde in jede Vertiefung 2 ml frisches Sf9-Medium pipettiert. Der Ansatz wurde
weitere 72 h bei 27°C inkubiert (s. Abb. 15).
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?yg Baculovirus-

Bacmid-DNA in
100 pl 150 mM NeCl f
9 pl FectoFly Reagent
in 100 pl 150 mM NaCl
==

¢

Vortexen und 30 min. bei RT inkubieren

Tropfenweise auf 5f9-Zellrasen geben

Nach 4 h: Zugabe von 2 ml
frischem Sf9-Medium je Well

Inkubation fir 72h bei 27°C

Abbildung 15: Transfektion von Sf9-Zellen in 6-Well-Platten mit dem FectoFly-
Transfektionsreagenz (POLYPLUS-TRANSFECTION, 2010)

Es wurden zwei verschiedene Negativkontrollen durchgefiihrt. Die rekombinante
Baculovirus-(Bacmid-)DNA wurde in der ersten Negativkontrolle durch 20 ul
H20 ersetzt; in der zweiten Negativkontrolle durch 9 pg nicht-rekombinante

Baculovirus-(Bacmid-)DNA.

15.2. Ernte der rekombinanten Baculoviren

Nachdem der Transfektionsansatz (s. I1I/15.1.) 72 h inkubiert wurde konnten die
rekombinanten Baculoviren geerntet werden. Dazu wurde der Uberstand
vorsichtig und ohne den Zellrasen zu verletzen mit einer Pipette abpipettiert, in
ein steriles Tube gegeben und bei 500 x g fiir 5 min. zentrifugiert. Der klare
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, in ein steriles Eppendorf-
Reaktionsgefid3 pipettiert und lichtgeschiitzt bei +4°C aufbewahrt. Dieser klare
Uberstand ist der PO-Virus-Stock. Ein 1-ml-Aliquot wurde bei -20°C zur

Langzeitaufbewahrung tiefgekiihlt. Das Pellet wurde verworfen.

Auf den noch bestehenden Zellrasen wurden 200 ul PBS pipettiert und die Zellen

mit einem Zellschaber geldst. Die nun in PBS schwimmenden S{9-Zellen wurden
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vorsichtig abpipettiert und in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefdl gegeben. Die
Zellen wurden ebenfalls bei 500 x g fiir 5 min. zentrifugiert. Der PBS-Uberstand
wurde vorsichtig und ohne das Pellet aufzuwirbeln abpipettiert und verworfen.

Das Pellet wurde bei -20°C aufbewahrt.

15.3. Titration der Virusstocks mit SfOET-Insektenzellen

Die Endpunkt-Verdiinnungstitration ermoglicht es, die in den Virusstocks
befindlichen rekombinanten Baculoviren zu quantifizieren. Hierfiir werden
St9ET-Insektenzellen genutzt. Dabei handelt es sich um eine Titrationszelllinie
fir Baculoviren, in deren Genom die Sequenz des Fluoreszenzproteins eGFP
integriert wurde. Das eGFP-Gen steht unter Kontrolle des baculoviralen
Polyhedrinpromotors. Folglich wird das eGFP-Gen nur transkribiert, wenn die
St9ET-Zelle mit einem Baculovirus infiziert wurde. Dadurch kénnen erfolgreich
infizierte ~ SfO9ET-Insektenzellen durch ihre  griine  Fluoreszenz im

Fluoreszenzmikroskop identifiziert werden (HOPKINS & ESPOSITO, 2009).

In 56 Vertiefungen einer 96-Well-Platte wurden je 75 ul SfOET-Zellen in einer
Konzentration von 1x10"6 Zellen/ml pipettiert. AnschlieBend wurde eine
dezimale Verdiinnungsreihe des Virusstocks mit SfOET-Medium (s. 1II/3.) von
10"-3 bis 10"-9 angelegt. 25 pl jeder Verdiinnungsstufe wurden in je acht
Vertiefungen pipettiert, sodass jedes Well ein Gesamtvolumen von 100 pl
beinhaltete. Die Platte wurde drei Tage bei 27°C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle
dienten unverdnderte STOET-Zellen (s. Abb. 16).
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Abbildung 16: Titrationsplatte mit griin-fluoreszierenden Sf9ET-Zellen in ansteigenden
Verdiinnungsstufen, schematisch. SfOET-Zellen, die die rekombinante Baculovirus-DNA
integriert haben, leuchten im Fluoreszenzmikroskop unter blauem Licht griin;
Negativkontrolle (-): unverinderte SfOET-Zellen;

Die Auswertung erfolgte nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip: Beinhaltete das
Well keine fluoreszierende Zelle, wurde es negativ bewertet. Zeigten sich im Well
eine oder mehrere fluoreszierende Zelle(n), wurde es positiv bewertet. Mit dem
Reed & Muench Calculator (LINDENBACH, 2004) wurde anschlieBend die
TCIDso/ml berechnet. Der errechnete Wert gibt an, bei welcher Virusstock-
Konzentration 50% der Zellkulturen infiziert werden, wenn ein Virusstock-
Volumen von 1 ml zugegeben wird. Die Ermittlung der TCIDso/ml ist notig, um
sowohl die Amplifikation der rekombinanten Baculoviren (s. 1II/15.4.) als auch

die Proteinexpression (s. III/15.6.) mit definierter MOI durchfiihren zu konnen.

154. Amplifikation rekombinanter Baculoviren

Zur Amplifikation der rekombinanten Baculoviren AcMNPV-ORF2 (GT 1-4)
wurden 20 ml Sf9-Zellsuspension mit einer Dichte von 2x1026 Zellen/ml mit PO-
Virusstock versetzt. Das hierfiir benotigte Volumen des PO-Virusstocks wurde

anhand der nachfolgenden Formel errechnet (INVITROGEN, 2013a):

MOI x Zellzahl
TCID50 /ml

Erforderliches Virusstock — Volumen (ml) =
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Die MOI beschreibt die eingesetzte Virusanzahl pro Zelle bei der Infektion einer
Zellkultur. Zur Amplifikation der rekombinanten Baculoviren wurde mit einer
MOI von 0,1 gearbeitet, da eine niedrige MOI die Qualitit der Baculoviren
bewahrt. Der jeweilige TCID50/ml-Wert wurde durch die Verdiinnungstitration
zum Endpunkt ermittelt (s. III/13.3.). Unter Zellzahl wird die Anzahl der Sf9-
Insektenzellen im Amplifikationsansatz (s.o.) verstanden. Dieser Ansatz wurde 4

d bei 27°C im Schiittler inkubiert.

15.5. Ernte des P1-Virusstocks

Um den P1-Virusstock zu ernten wurde der Ansatz bei 500 x g fiir 5 min.
zentrifugiert. Der klare Uberstand ist der P1-Virusstock. Dieser wird vorsichtig
abpipettiert und bei +4°C lichtgeschiitzt aufbewahrt. Ein 1-ml-Aliquot davon
wurde zur Langzeitaufbewahrung bei -80°C tiefgekiihlt. Das Pellet wurde
ebenfalls bei -80°C aufbewahrt.

15.6. Baculovirale Proteinexpression in Sf9-Insektenzellen

Unter Proteinexpressionsansatz ist die Infektion von Sf9-Insektenzellen mit einem
hohen MOI rekombinanter Baculoviren (AcMNPV-ORF2) zu verstehen, mit dem
Ziel, dass die rekombinanten Baculoviren das rekombinante HEV-ORF2-
Kapsidprotein exprimieren. Dafiir wurden 50 ml Sf9-Zellsuspension mit einer
Dichte von 2x1076 Zellen/ml verwendet. Die Zellsuspension wurde bei 1800 rpm
fiir 10 min. zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 5
ml Sf9-Medium resuspendiert und die entsprechende Menge P1-Virusstock
hinzugegeben, sodass der Proteinexpressionsansatz eine MOI von 10 besitzt
(Formel s. 11I/15.4.). Dieser wurde 1 h bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 45 ml
frischem Sf9-Medium wurde der fertige Proteinexpressionsansatz im
Schiittelinkubator 4 d bei 27°C bebriitet. Die infizierten Sf9-Zellen produzieren

sowohl rekombinante Baculoviren als auch die HEV-ORF2-Kapsidproteine.

15.7. Ernte der rekombinanten ORF2-Proteine

Der Proteinexpressionsansatz wurde bei 500 x g fiir 5 min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert und das Zellpellet bei -20°C gelagert. Der Uberstand
wurde nochmals bei 500 x g fiir 5 min. zentrifugiert und das daraus entstandene
Pellet verworfen. Der klare Uberstand, im Folgenden Zellkulturiiberstand

genannt, wurde mit PMSF (0,1%) versehen (s. I1I/16.1.) und bei -20°C gelagert.
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16. Proteinchemische Methoden

16.1. Proteaseinhibition mit PMSF

PMSF wird als Protease-Inhibitor verwendet, um die exprimierten Proteine vor
Degradation zu schiitzen. Zur Herstellung der PMSF-Stammldsung wurden 0,174
g PMSF in 10 ml Isopropanol geldst, um eine Konzentration von 100 mM zu
erhalten; das entspricht 17,4 mg/ml. Aliquots von 500 ul wurden bei -20°C auf
Vorrat tiefgekiihlt.

Die Arbeitskonzentration entspricht der 1000-fachen Verdiinnung der
Stammlosung, das heiBt 17,4 pug/ml. Folglich wurden pro 1 ml Uberstand der

Proteinexpressionskultur 1 pul Stammlosung zugegeben.

16.2. SDS-PAGE
Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist eine
gelelektrophoretische Methode, um Proteine nach ihrer Molekiilmasse

aufzutrennen.

Das Bolt Mini Gel Tank-System diente als Elektrophoresekammer. Als
Laufpuffer wurde der Bolt MES Laufpuffer (20x) verwendet. Die Zellpellets aus
der Proteinexpression (s. III/15.7.) wurden fiir den Gellauf vorbereitet, indem zu
jedem Pellet 100 pl einer Mixtur gegeben wurde, welche aus 25% Bolt LDS
Sample Buffer (4x), 10% Bolt Reducing Agent (10x) und 65% deionisiertem
Wasser bestand. Nach Resuspension der Zellpellets wurden sie im Heizblock 10
min. bei 70°C denaturiert. Die Probe wurde 3 min. bei 9000 rcf zentrifugiert und

das Gel mit dem Uberstand beladen.

Die Zellkulturiiberstinde aus der Proteinexpression (s. I1I/15.7.) wurden fiir den
Gellauf vorbereitet, indem zu 65 pl aufgetauter Probe 25 ul Bolt LDS Sample
Buffer (4x) und 10 upl Bolt Reducing Agent (10x) gegeben wurde. Nach
griindlichem Vermischen erfolgte die Denaturierung im Heizblock fiir 10 min. bei

70°C.

Die Proteinproben wurden {iiber einen Zeitraum von 35 min. elektrophoretisch
aufgetrennt. Die elektrische Spannung betrug 165 V. Die verwendeten Bolt 4-12%
Bis-Tris Plus Mini-Gele (10-well und 15-well) erméglichten die Auftrennung von
Proteinen zwischen 0,3 kDa und 260 kDa. Als Proteinmarker diente der SeeBlue

Plus2, welcher 10 Banden im Bereich von O bis 200 kDa definiert.
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16.3. Coomassie-Fiarbung
Die Coomassie-Farbung wird mit dem Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau
durchgefiihrt. Durch Anlagerung an die basischen Seitenketten der Aminosduren

konnen Proteine im Polyacrylamid-Gel unspezifisch angeféarbt werden.

Das Gel mit den elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen wurde 30 min. bei RT
in der Coomassie-Losung (s. III/3.) angefirbt. AnschlieBend wurde das geférbte

Gel mit dH20 abgespiilt und getrocknet.

16.4. Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, um die Proteinbanden im Polyacrylamid-Gel
(s. III/16.2.) auf eine Triagermembran zu transferieren und diese anschliefend
immunologisch detektieren zu konnen. Zuerst bindet ein Primérantikorper an das
Antigen auf der Nitrocellulosemembran. Im néchsten Reaktionsschritt bindet an
den Primérantikorper ein enzymgekoppelter Sekundérantikorper. Dadurch kommt
es nach Zugabe des entsprechenden Detektionsreagenz zu einer Enzym-Substrat-

Reaktion und somit zur spezifischen Fiarbung der detektierten Proteinbanden.

Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran wurde nach
Herstellerangaben mit dem Programm “P0O” des Blotting-Gerits iBlot Gel
Transfer Device durchgefiihrt. Die Membran wurde kurz mit dH20 abgespiilt und
der Proteintransfer mit der reversiblen Ponceau-S-Firbelosung (s. III/3.)
tiberpriift. Die Membran wurde in Blockier-Losung (s. 11I/3.) 30 min. bei RT
inkubiert. Uber Nacht wurde die Membran bei 4°C mit dem Primirantikorper
(1:1000 Verdiinnung) (s. II/10.) in Blockier-Losung inkubiert. Am néchsten
Morgen wurde die Membran 3x je 10 min. mit TBS-T-Puffer (s. I1I/3.) gewaschen
und mit dem Sekundérantikorper (1:5000 Verdiinnung; AP- oder HRP-gekoppelt)
(s. ITI/10.) in Blockier-Losung 1 h bei RT inkubiert. Die Membran wurde 3x mit
TBS-T-Puffer gewaschen und die Proteinbanden mit dem entsprechenden Substrat

detektiert.

Es wurden zwei verschiedene indirekte Immundetektionen mit identischen
Membranen durchgefiihrt. Auf Membran 1 wurde als humaner Primérantikorper
die Patientenprobe ,,Alia* (s. III/10.) aufgetragen; auf Membran 2 wurde als
Primérantikorper ein monoklonaler Maus-Antikorper (s. I11/10.) aufgetragen. Zur
spezifischen Anfarbung der rekombinanten HEV-ORF2-Proteinbanden wurden

die Membrane mit den entsprechenden Sekundérantikdrpern versehen und mit 5



III. Material und Methoden 51

ml Detektionsreagenz fiir 8 min. bei RT inkubiert. Als Detektionsreagenz fiir den
Sekundérantikorper Anti-Human IgG/IgM-Konjugat (HRP) wurde die TMB-
Losung (HRP) aus dem recomLine HEV IgG/IgM-Kit von Mikrogen verwendet.
Als Detektionsreagenz fiir den Sekundirantikorper Anti-Maus (AP) wurde das
NBT/BCIP Detektionsreagenz (AP) verwendet. Die Farbreaktion wurde durch

Waschen der Membran mit destilliertem Wasser abgestoppt.
16.5. Elektronenmikroskopie

16.5.1. Aufreinigung durch PEG-Fillung

Zur Aufbereitung der vier Proben (HEV-VLP GT1-4) fiir den Nachweis der HEV-
VLPs im  Elektronenmikroskop wurde der Zellkulturiiberstand der
Proteinexpressionskultur (s. [III/15.7.) zunidchst zentrifugiert. Die in der
Suspension enthaltenen Baculoviren werden im ersten Schritt durch die
Beschleunigung auf 10.000 x g fiir 30 min bei 4°C von den HEV-VLPs getrennt

und sedimentieren.

Der Uberstand, welcher nun iiberwiegend HEV-VLPs enthielt, wurde abpipettiert
und die darin enthaltenen virus like particles mit Polyethylenglykol (PEG) gefillt.
PEG ist ein hydrophiles, ungeladenes Polymer, welches in wissriger Losung mit
den Proteinen um das Hydratationswasser konkurriert. Dies fithrt zu einer
schonenden Fillung der Proteine (INGHAM, 1990). Dazu wurden die Proben mit
8% Polyethylenglycol 6.000 und 0,4 M NaCl versehen und iiber Nacht auf Eis
gefillt.

Anschlieend wurde die Probe nochmals mit einer Geschwindigkeit von 10.000 x
g fiir 30 min. bei 4°C zentrifugiert, sodass die geféllten HEV-VLPs sedimentieren.
Der Uberstand wurde verworfen. Fiir jeden HEV-Genotyp entstand so ein Pellet
mit HEV-VLPs, welches mit je 2,5 ml PBS resuspendiert und im
Elektronenmikroskop untersucht wurde. Das restliche Probenmaterial wurde bei

-20°C aufbewahrt.

16.5.2. Nachweis im Elektronenmikroskop
Die elektronenmikroskopische Untersuchungen der aufgereinigten und mit PEG
gefillten Proben (s. I1I/16.5.1.) wurden von Frau Dr. Neubauer-Juric und Frau

Horvath am LGL-eigenen Gerit iibernommen.
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IV. ERGEBNISSE

1. Herstellung der Expressionsvektoren pDEST8—ORF2

Mit Hilfe der Gateway-Technologie (s. III/11. u. 1II/13.1.) wurde die trunkierte
ORF2-Sequenz aller vier humanen HEV-Genotypen in den Expressionsvektor
pDESTS einkloniert. Zur Vermehrung und Selektion wurden die LR-Reaktionen
in chemisch kompetente E. coli Topl0 transformiert (s. 11I/13.2.1.) und kloniert.
Die rekombinante Plasmid-DNA wurde anschlieffend isoliert (s. III/13.3.1.) und
zur Kontrolle der Integritit einer Restriktionsanalyse unterzogen (s. 11I/13.4.1. u.

IV/1.1.).

1.1. Restriktionsanalyse der pPDEST8—ORF2-Plasmide

Der Restriktionsverdau der pDEST8-ORF2-Plasmide der HEV-Genotypen 1, 2, 3
und 4 wurde mit dem Restriktionsenzym BsrGI durchgefiihrt (s. 11I/13.4.1.). Die
Integritit der pDEST8-ORF2-Plasmide konnte anschlieBend fiir alle vier
Genotypen durch Fragmentanalyse im Bioanalyzer (s. 1II/13.4.3.) bestitigt

werden.

Wird der unveridnderte pDESTS8-Vektor mit dem Enzym BsrGI verdaut, ergeben
sich aus den spezifischen Schnittstellen des Vektors vier DNA-Fragmente mit
einer Linge von 404 bp, 637 bp, 1424 bp und 4063 bp; dieser diente als
Negativkontrolle. Durch Rekombination der HEV-ORF2-Gensequenzen der
Genotypen 1, 3 und 4 in den pDEST8-Vektor dndern sich die Schnittstellen; die
zu erwartenden Groflen der DNA-Fragmente betragen 606 bp, 637 bp, 927 bp und
4257 bp. Der pDESTS8-Vektor mit integrierter HEV-ORF2-Gensequenz des
Genotyps 2 besitzt eine zusitzliche Schnittstelle; daher besitzen die resultierenden
DNA-Fragmente eine Grée von 240 bp, 365 bp, 637 bp, 927 bp und 4257 bp (s.
Abb. 17). Die Banden des Genotyps 1 lassen einen unvollstindigen Verdau

vermuten, da die Bande bei ca. 1500 bp verlduft statt bei 927 bp und 606 bp.
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Abbildung 17: BsrGI-Restriktionsverdau der pDEST8-ORF2-Plasmide (GT 1-4). L = DNA-
Lingenstandard; GT 1/2/3/4 = Fragmente des verdauten pDEST8-ORF2-Plasmid des
Genotyps 1/2/3/4; Negativkontrolle (-) = Fragmente des verdauten pDEST8-Leervektors; die
Auswertung erfolgte mit dem Bioanalyzer

1.2. Sequenzierung der pDEST8-ORF2-Plasmide

Um die trunkierte ORF2-Gensequenz in den pDEST8-ORF2-Vektoren auf ihre
Richtigkeit zu iiberpriifen wurden die Konstrukte zur Firma GATC Biotech
gesandt (s. [II/13.5.) und mit den Standardprimern pBakPAC-FP und EBV-RP (s.
I1I/9.) mit der Sanger-Methode sequenziert. Die Integritit der generierten

pDESTS8-ORF2-Plasmide konnte bestétigt werden.
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2. Herstellung der rekombinanten Bacmid-DNA

2.1. Transformation der Expressionsvektoren in E. coli DH10Bac

Die sequenzierten Expressionsvektoren pDEST8-ORF2 (GT 1-4) wurden in E.
coli DH10Bac transformiert und auf entsprechenden Agar-Platten (s. II1/3.)
ausplattiert. Mittels Blau-Wei3-Selektion konnten erfolgreich transponierte, weille
Kolonien sofort von unverianderten, blauen Kolonien unterschieden werden. Ist
die Transformation und Rekombination der DH10Bac Zellen erfolgreich, erfolgt
der Einbau der rekombinanten DNA in das LacZo-Gen auf dem Bacmid
bMON14272, wodurch die Expression des LacZa-Peptids verhindert wird und
damit folglich die enzymatische Reaktion von X-Gal zu einem blauen Farbstoff.
Die blauen Kolonien enthalten somit unverdnderte Bacmid-DNA bMON14272
mit funktionsfdhigem LacZa-Gen. Die weilen Kolonien enthalten die
rekombinante Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 (GT 1-4). Letztere wurden in

weitergehenden Schritten nidher untersucht.

2.2. Qualititskontrolle der rekombinanten Bacmid-DNA

Die isolierte rekombinante Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 (GT 1-4) aus den
weillen Kolonien wurde mit der pUC/M13-PCR (s. 111/13.4.2.) analysiert. Als
Primer dienten pUC/M13-Forward und pUC/MI13-Reverse (s. 1II/9.). Die
Bindungsstellen der pUC/M13-Primer flankieren die mini-attTn7-Region im
Bacmid (s. Abb. 14). Die zu erwartende Groe der DNA-Fragmente ORF2-
positiver Klone betrigt ca. 4,2 kb. Die PCR-Analyse ergab, dass die Herstellung
rekombinanter Bacmid-DNA fiir alle vier Genotypen erfolgreich war (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: pUC/M13-PCR-Fragmente der rekombinanten Bacmid-DNA bMON14272-
ORF2 (GT 1-4). L = DNA-Lingenstandard; GT 1/2/3/4 = Amplifikat der rekombinanten
Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 des Genotyps 1/2/3/4. Als PCR-Primer dienten pUC/M13-
Forward und pUC/M13-Reverse. die Auswertung erfolgte mit dem Bioanalyzer

2.3. Sequenzierung der ORF2-Inserts
Die in der pUC/M13-PCR (s. IV/2.2.) amplifizierten DNA-Fragmente wurden zur
Sequenzierung zur Firma GATC Biotech gesandt (s. I1I/13.5.). Die Integritit der

generierten Bacmide konnte bestitigt werden.

2.4. Amplifikation der rekombinanten Bacmid-DNA (Maxiprip)

Um ausreichende Bacmid-Mengen zur Transfektion von Insektenzellen
herzustellen, wurde jeweils eine 500 ml-Ubernachtkultur der E. coli mit den
rekombinanten Bacmiden bMON14272-ORF2 (GT1-4) und bMON14272
angesetzt, um diese mittels Maxipriparation (s. I11/13.3.2.) zu isolieren. Die nicht-
transponierte ~ Bacmid-DNA  dient in  spiteren  Arbeitsschritten  als

Negativkontrolle. Dazu wurde ein Kit (s. III/5.) verwendet, das fiir die Isolierung
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von Bacmiden optimiert wurde. Die Konzentration der isolierten DNA wurde

anschliefend im NanoDrop (s. I1I/13.3.4.) photometrisch bestimmt (s. Tab. 9).

Maxipriparation Konzentration der Plasmid-DNA in ng/ul
bMON14272-ORF2-GT1 436,2
bMON14272-ORF2-GT2 324,7
bMON14272-ORF2-GT3 248,0
bMON14272-ORF2-GT4 493,0
bMON14272 (Negativkontrolle) 552,8

Tabelle 9: Konzentration der rekombinanten Bacmid-DNA in ng/ul (GT 1-4) nach
Maxipriaparation. Die DNA wurde mit dem NucleoBond Xtra BAC Plasmid Maxiprep Kit
isoliert und im NanoDrop ausgewertet.

3. Herstellung der rekombinanten Baculoviren
3.1. Transfektion der Sf9-Insektenzellen mit rekombinanter Bacmid-
DNA

Zur Transfektion der Sf9-Insektenzellen mit den rekombinanten Bacmiden
bMON14272-ORF2 der vier HEV-Genotypen wurde das Transfektionsreagenz
FectoFly und 9 pg Bacmid-DNA verwendet (s. II/15.1.). Nach erfolgreicher
Transfektion ist die rekombinante Baculovirus-DNA, welche die HEV-ORF2-
Gensequenz trigt, in die Sf9-Insektenzellen transferiert worden. Die transfizierten
Sf9-Insektenzellen produzierten nun die rekombinanten Baculoviren AcMNPV-
ORF2 (GT 1-4), welche auch in den Zellkulturiiberstand freigesetzt wurden.
Dieser Zellkulturiiberstand wurde als Virusstock PO (Passage PO) bezeichnet und
zur Amplifikation der rekombinanten Baculoviren (Passage P1) verwendet (s.
I11/15.4.). Als Negativkontrolle fiir spatere Arbeitsschritte wurde auBlerdem die
unverianderte Bacmid-DNA bMON14272 in Sf9-Insektenzellen transfiziert, um

,unveriandertes® AcMNPYV zu rekonstituieren.

3.2 Titration der PO- und P1-Virusstocks

Um den TCIDso/ml-Wert der PO- und P1-Virusstocks bestimmen zu konnen,
wurde mit den SfOET (Easy Titer)-Insektenzellen eine Verdiinnungstitration zum
Endpunkt durchgefiihrt (s. I1I/15.3.). Die DNA dieser Insektenzellen enthélt das
eGFP-Gen (enhanced green fluorescent protein) unter der Kontrolle des
baculoviralen Polyhedrin-Promotors. Werden die Zellen mit Baculoviren infiziert,

verursachen baculovirale Transkriptionsfaktoren die Transkription des eGFP und
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somit eine griine Fluoreszenz bei Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht

(s. Abb. 19).

Abbildung 19: Transfizierte Sf9ET-Insektenzellen im Lichtmikroskop (A) und im
Fluoreszenzmikroskop nach Anregung mit blauem Licht (B) 72 h nach Inkubation.

Neben den Virusstocks PO und P1, welche die rekombinanten Baculoviren
(AcMNPV-ORF2 (GT1-4)) enthalten, wurden auch die Virusstocks PO und P1,
welche die unverdnderten Baculoviren (AcMNPV) enthalten, zum Endpunkt
titriert. Die Virusstocks mit den unveridnderten Baculoviren dienten in spéteren
Arbeitsschritten der Negativkontrolle. Fiir diese Negativkontrolle wurde ein
Ansatz auf niedrigster Verdiinnungsstufe (107-3) hergestellt, bei welchem anstelle
eines Virusstocks ein entsprechendes Volumen an Sf9ET-Nédhrmedium zugegeben

wurde. Wie zu erwarten waren alle Wells dieses Kontrollansatzes negativ.

Die Virustiter (TCIDso/ml) wurden nach Reed & Muench berechnet
(LINDENBACH, 2004). Die Titrationsergebnisse sind der Tabelle 10 zu

entnehmen.
TCIDso/ml PO-Virusstock P1-Virusstock
AcMNPV-ORF2-GT1 3,89 x 1076 3,94 x 10n7
AcMNPV-ORF2-GT2 3,34 x 1078 5,18 x 10n7
AcMNPV-ORF2-GT3 1,78 x 1078 6,31 x 1019
AcMNPV-ORF2-GT4 2,11 x 10n7 2,37 x 1010
AcMNPYV (unverindert) 1,00 x 10n7 1,58 x 109

Tabelle 10: Titrationsergebnisse, angegeben in TCIDso/ml, der P0- und P1-Virusstocks.
TCIDso/ml = Verdiinnungsstufe des Virusstocks, welche 50% der damit inokulierten
Zellkulturen infiziert; AcMNPV-ORF2 = ORF2-rekombinante Baculoviren; GT 1-4 =
Genotyp 1-4; AcMNPYV = original Baculovirus; PO = Passage 0; P1 = Passage 1
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4. Baculovirale Proteinexpression und Proteinnachweis

4.1. Infektion der Sf9-Insektenzellen mit den rekombinanten
Baculoviren zur Proteinexpression

Zur Herstellung rekombinanter HEV-ORF2-Proteine (GT 1-4) wurden Sf9-

Insektenzellen mit den rekombinanten Baculoviren (AcMNPV-ORF2-GT1-4)

infiziert (s. I1II/13.6.). Die Proteinexpression erfolgte gemall der Herstellerangabe

mit einer MOI von 10 (INVITROGEN, 2013a). Die Berechnung (Formel s.

II/15.4.) des benétigten Virusstock-Volumens erfolgte anhand der ermittelten

Virustiter (s. IV/3.2.).

4.2, Coomassie-Firbung
Die mittels SDS-PAGE (s. 11I/16.2) elektrophoretisch aufgetrennten Proteine der
Zellkulturiiberstande und Zellpellets aus der Proteinexpression (s. II1/15.7.)

wurden mit Coomassie-Brillant-Blau unspezifisch im Gel angefarbt (s. 111/16.3.).

Mit der Coomassie-Farbung konnte keine Bande bei ca. 53 kDa nachgewiesen
werden, welche sich vom Kontrollansatz unterscheidet (s. Abb. 20). Grund dafiir
ist das Vorhandensein vieler Serumproteine, welche dem Insektenzellmedium

zugegeben werden.

Zellen Uberstand
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Abbildung 20: Coomassie-Fiarbung. Proteinmarker = SeeBlue Plus2; Zellen = resuspendierte
Pellets aus Proteinexpression; Uberstand = Zellkulturiiberstand aus Proteinexpression; M =
Mock-Kontrolle, d. h. unverindertes Baculovirus (AcMNPV); 1 - 4 = rekombinante
Baculoviren mit integrierter HEV-ORF2-Sequenz der Genotypen 1, 2, 3 und 4 (AcMNPV-
ORF2-GT1-4)
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4.3. Nachweis der ORF2-Proteine im Western Blot

4.3.1. Immundetektion mit Humanserum

Zum spezifischen Nachweis der rekombinanten ORF2-Proteine wurden
Zellkulturiiberstinde und resuspendierte Zellpellets aus der Proteinexpression (s.
II/15.7.) via Western Blot (s. 11I/16.4) analysiert. Als Primédrantikdrper diente das
Humanserum ,,Alia* (IgM+/IgG+), das von einer Frau mit Reiseanamnese
(Pakistan) stammt. Als Sekunddrantikérper diente ein Peroxidase-gekoppelter

Anti-IgG/IgM-Antikorper der Firma Mikrogen (s. I1I/10.).

Mittels Westernblot konnten die rekombinanten ORF2-Proteine erfolgreich
nachgewiesen werden. Das Molekulargewicht der trunkierten ORF2-Kapsid-
Proteine liegt bei ca. 53,5 kDA. In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass im
resuspendierten Zellpellet aller 4 Genotypen eine Bande im Bereich von ca. 53,5
kDA sichtbar ist. Im Zellkulturiiberstand lie3 sich die spezifische Bande fiir die
Genotypen 2, 3 und 4 nachweisen. Fiir Genotyp 1 konnte kein ORF2-Protein im
Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle diente das
resuspendierte Zellpellet und der Zellkulturiiberstand unverinderter Baculoviren
(AcMNPYV). Diese sind mit M (Mock-Kontrolle) gekennzeichnet und belegt die
Spezifitiat der angefiarbten Proteinbande. Banden, welche sowohl in der Mock-
Kontrolle als auch in den Proben mit rekombinantem ORF2-Protein erscheinen,

gehen auf unspezifische Reaktionen der eingesetzten Antikorper zurtick.

Um zu testen, ob die humanen HEV-Antikorper spezifisch an die rekombinanten
ORF2-Proteine der HEV-Genotypen 1, 2, 3 und 4 binden, wurde der Versuch
parallel mit einem Humanserum inkubiert, welches keine HEV-Antikorper

enthélt. Es traten keine spezifischen Banden auf (s. Abb. 22).
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Abbildung 21: Immundetektion der rekombinanten ORF2-Proteine mit IgG enthaltendem
Humanserum. Proteinmarker = SeeBlue Plus2; Zellen = Zellpellets aus Proteinexpression;
Uberstand = Zellkulturiiberstand aus Proteinexpression; M = Mock-Kontrolle, d. h.
Ausgangs-Baculovirus (AcMNPV); 1 - 4 = rekombinante Baculoviren mit integrierter HEV-
ORF2-Sequenz der Genotypen 1, 2, 3 und 4 (AcMNPV-ORF2-GT1-4)
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Abbildung 22: Immundetektion der rekombinanten ORF2-Proteine mit Humanserum ohne
HEV-Antikorper als Negativkontrolle. Weder die Proben der Zellpellets noch die der
Zellkulturiiberstinde weisen eine spezifische Bande bei ca. 53,5 kDa auf. Proteinmarker =
SeeBlue Plus2; Zellen = Zellpellets aus Proteinexpression; Uberstand = Zellkulturiiberstand
aus Proteinexpression; M = Mock-Kontrolle, d. h. original Baculovirus (AcMNPV); 1 - 4 =
rekombinante Baculoviren mit integrierter HEV-ORF2-Sequenz der Genotypen 1, 2, 3 und 4
(AcMNPV-ORF2-GT1-4)
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4.3.2. Immundetektion mit monoklonalem Maus-Antikorper

Da von dem humanen HEV-positiven Serum (,,Alia*) nur sehr wenig Material
vorhanden war, sollte versucht werden, in weitergehenden Experimenten einen
geeigneten monoklonalen Maus-Antikorper zu finden, durch den sich die HEV-
ORF2 Proteine nachweisen lassen. Eine Recherche der Literatur wies den
verwendeten monoklonalen Maus-Antikorper (s. I1I/10.) mit der Spezifitidt Anti-
HEV-ORF?2 der Firma Enogene als moglichen Kandidaten aus. Dieser Antikorper
wurde bestellt und als Primérantikorper eingesetzt. Als Sekundédrantikorper diente

ein AP-gekoppelter Anti-Maus-Antikorper der Firma Invitrogen (s. I11I/10.).

Die rekombinanten HEV-ORF2-Proteine konnten im Zellpellet der Genotypen 1,
2 und 3 durch spezifische Banden im Bereich von ca. 53,5 kDa nachgewiesen
werden. Im Zellkulturiiberstand des Genotyps 3 konnte ebenfalls eine
entsprechende Bande bei ca. 53,5 kDa nachgewiesen werden. Das entspricht dem
Molekulargewicht der trunkierten ORF2-Kapsid-Proteine (s. Abb. 23). Im
Zellpellet der ORF2-Proteinexpression des Genotyps 4 und in den
Zellkulturiiberstanden der Genotypen 1, 2 und 4 konnten keine ORF2-

spezifischen Banden nachgewiesen werden.

Als Negativkontrolle dienten das Zellpellet und der Zellkulturiiberstand
unverdnderter Baculoviren (AcMNPV). Diese sind in Abbildung 23 mit ,,M*
(Mock-Kontrolle)  gekennzeichnet und belegen die  Spezifitit des
Nachweisverfahrens. Banden, welche sowohl in der Mock-Kontrolle als auch in
den Proben mit rekombinantem ORF2-Protein erscheinen, sind als unspezifisch zu

bewerten.
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Abbildung 23: Immundetektion der rekombinanten ORF2-Proteine mit monoklonalem
Maus-Antikorper. Auf der Membran sind Proteinbanden bei ca. 53,5 kDa bei den Zellpellets
der Genotypen 1, 2 und 3 und beim Zellkulturiiberstand des Genotyps 3 zu sehen.
Proteinmarker = SeeBlue Plus2; Zellen = Zellpellets aus Proteinexpression; Uberstand =
Zellkulturiiberstand aus Proteinexpression; M = Mock-Kontrolle, d. h. original Baculovirus
(AcMNPYV); 1 - 4 = rekombinante Baculoviren mit HEV-ORF2 der Genotypen 1, 2, 3 und 4
(AcMNPV-ORF2-GT1-4); Durch das Einscannen hat sich die Qualitit der Membran leider
verschlechtert, sodass die Bande des Zellpellet von Genotyp 2 nicht mehr zu erkennen ist.
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4.4. Nachweis der HEV-VLPs im Elektronenmikroskop

Fir den elektronenmikroskopischen Nachweis der HEV-VLPs wurden
Zellkulturiiberstinde aus der Proteinexpression (s. III/15.7.) mittels PEG-Fillung
aufgereinigt (s. III/16.5.1.). In den aufgereinigten Proben konnten im
Elektronenmikroskop Partikel mit einem Durchmesser von 27 nm nachgewiesen
werden. Dies entspricht exakt der GroBe, welche fiir den Durchmesser der HEV-
VLPs zu erwarten ist (LI et al., 2005b). Der elektronenmikroskopische Nachweis
(s. Abb. 24) wurde fiir die HEV-VLPs der Genotypen 2, 3 und 4 erbracht.

Genotyp 1 VLPs konnten nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 24: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der HEV-VLPs (GT 3). HEV-VLPs
des Genotyps 3 mit einem Durchmesser von ca. 27 nm (A). HEV-VLPs des Genotyps 3 und
rekombinante Baculoviren mit einer Linge von ca. 260 nm (B). Aufnahmen angefertigt von
Frau Dr. Neubauer-Juric und Frau Horvath, LGL OberschleiSheim.
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V. DISKUSSION

Die Bestimmung des fiir eine Hepatitis-E-Infektion verantwortlichen HEV-
Genotyps ist bislang nur im frithen Infektionsstadium méglich. Dazu wird HEV-
RNA aus Serum oder Stuhl isoliert, mittels RT-PCR vervielfiltigt und
anschlieBend der Genotyp durch Sequenzierung bestimmt. Im spiteren
Infektionsstadium ist der Nachweis von HEV-RNA (und somit eine

Genotypisierung) nicht mehr moglich.

Derzeit gibt es keine serologischen Tests, die zwischen den Genotypen
differenzieren konnen. Géngige serologische Tests wie z.B. “HEV IgG ELISA”
von Axiom Diagnostic, “recomLine HEV IgG/IgM” Immunoblot von Mikrogen
und “HEV ELISA” von MP Diagnostics ermdglichen derzeit nur den pauschalen
Nachweis von anti-HEV Antikorpern. Es ist anzumerken, dass die in der
Standarddiagnostik eingesetzten Testkits auf bakteriell exprimierten Antigenen

beruhen.

In einer Vergleichsstudie mit 200 gesunden, im Gesundheitswesen beschiftigten
Personen wurde bestitigt, dass diese drei Testsysteme grofe Differenzen
beziiglich ihrer Sensitivitidt und Spezifitiat aufweisen. So variieren die Ergebnisse
beziiglich der Seroprivalenz der anti-HEV-IgG-Antikorper von 29,5% (Axiom
Diagnostics) iiber 18% (Mikrogen) bis hin zu 4,5% (MP Diagnostics) (WENZEL
et al., 2013).

Ein Ansatz zur Verbesserung der Sensitivitit und Spezifitit serologischer Tests
zur HEV-Genotypisierung konnte die Expression der Antigene in einem
eukaryotischen System sein. Da das ORF2-Protein natiirlicherweise glykosyliert
vorliegt (ZAFRULLAH et al.,, 1999) besteht darin moglicherweise der grof3e
Vorteil der baculoviralen Expression. Diese posttranslationale Modifikation
konnte die Affinitdt der Antikdrper zu den Antigenen und somit die Sensitivitét
und Spezifitit entscheidend verbessern, da im bakteriellen Expressionssystem

keine Glykosylierung moglich ist.

Ziel dieser Arbeit war es, die Antigene aller vier humanpathogenen Genotypen
des Hepatits-E-Virus in Form von HEV-VLPs herzustellen. Als Grundlage

dienten dabei die Arbeiten von Li et al (LI et al., 2005a), in denen nachgewiesen
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wurde, dass sich baculoviral exprimierte HEV-ORF2-Proteine (Genotyp 1) zu

virus like particles assemblieren.

Die Herstellung der rekombinanten Bacmide bMON14272-ORF2 war fiir
reprasentative Stamme aller vier humanpathogenen Genotypen erfolgreich. Der
Nachweis, dass die trunkierte ORF2-Gensequenz erfolgreich in das Bacmid
integriert wurde, erfolgte mittels analytischer PCR und anschlieBender

Sequenzierung der PCR-Produkte.

Ebenso war die Herstellung der rekombinanten Baculoviren AcMNPV-ORF?2 fiir
alle vier Genotypen erfolgreich. Um die rekombinanten ORF2-Proteine
nachzuweisen, wurden Zelllysate und Zellkulturiiberstinde von Sf9-Zellen,
welche mit den vier rekombinanten HEV-ORF2 Baculoviren infiziert wurden,
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Fiarbung der Proteine mit Coomassie zeigte
keine ORF2-spezifischen Banden, da die Proteine des Insektenzellmediums diese
tiberlagerten. Daraufthin wurden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine
Membran transferiert und eine Immunfarbung durchgefiihrt. Als Primérantikorper
wurde humanes Patientenserum verwendet. Dieses Serum wurde in einer frithen
Phase einer HEV-Infektion entnommen und war daher anti HEV-ORF2-IgM
positiv und HEV-RNA positiv. Damit konnten in den aus der Proteinexpression
stammenden Zellpellets die rekombinanten ORF2-Proteine aller vier Genotypen
detektiert werden, wobei die Genotypen zwei und drei stirkere Banden
ausbildeten als die Genotypen eins und vier. In den Zellkulturiiberstdnden aus der
Proteinexpression konnte der Nachweis fiir das Vorhandensein der ORF2-Proteine
lediglich fiir die Genotypen 2, 3 und 4 erbracht werden, wobei die Bande des
Genotyps 3 deutlich stirker ist als die Banden der Genotypen 2 und 4. Womdglich
sind die ORF2-Proteine des Genotyps 1 nicht bzw. in zu geringer Konzentration
in den Zellkulturiiberstand freigesetzt worden, sodass in diesem Fall keine Bande

nachzuweisen war.

Die unterschiedliche Bandenstidrke konnte dadurch bedingt sein, dass durch die
Proteinexpression fiir jeden Genotyp eine individuelle Menge an HEV-ORF2-
Proteinen hergestellt wurde. Das wiirde bedeuten, dass die Genotypen 2 und 3 in

groBBerer Menge exprimiert wurden als die Genotypen 1 und 4.

Die schwache Bande des Genotyps 1 ist moglicherweise auch dadurch zu

erkldren, dass die codonoptimierten Gensequenzen der Genotypen 2, 3 und 4 im
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baculoviralen System in wesentlich hoherer Konzentration exprimiert wurden als
die Wildtypsequenz des Genotyps 1. Allerdings stammt das verwendete humane
Patientenserum von einer Patientin mit Reiseanamnese (Pakistan). Das wiirde eine
Infektion mit Genotyp 1 nahelegen. Es stellt sich die Frage, wie sehr sich die
Epitope der vier Genotypen dhneln. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
mindestens ein genotypunspezifisches Epitop auf dem ORF2-Protein des
Genotyps 4 existiert, an das die HEV-Antikorper aller vier Genotypen binden
(ZHANG et al., 2009). Eventuell besitzen die Antikdrper aus dem Patientenserum
fir die Antigene HEV-ORF2 der Genotypen 2 und 3 zwar eine niedrigere
Affinitit als fiir das Antigen HEV-ORF2 des Genotyps 1; es ist jedoch denkbar,
dass aus der Gesamtsumme der niedrig affinen Einzelbindungen an die groBere
Menge des exprimierte HEV-ORF2 Antigen des Genotyps 2 und 3 eine hohe

Aviditit resultiert, welche sich in den starken Banden wiederspiegeln.

Somit konnte die erfolgreiche Expression der rekombinanten HEV-ORF2-
Proteine aller vier Genotypen nachgewiesen werden. Zudem wurde dadurch
gezeigt, dass die rekombinanten HEV-ORF2-Antigene aller vier Genotypen mit

genotypunspezifischen Epitopen serologisch reaktiv sind.

In einem zweiten Nachweisverfahren kam als Primérantikorper ein monoklonaler
Maus-Antikorper zum Einsatz. Mit diesem lielen sich spezifische ORF2-Protein-
Banden der Genotypen 1, 2 und 3 nachweisen, nicht jedoch des Genotyps 4.
Abbildung 27 zeigt die Aminosduresequenzen der trunkierten HEV-ORF2-
Proteine. Diese besitzen zwei mogliche Epitope, an die der monoklonale
Antikorper spezifisch fiir Genotyp 1, 2 und 3 binden konnte. Dabei wurde
beziiglich der Epitoplinge von sechs aufeinanderfolgende Aminoséduren

ausgegangen (GRESSNER & ARNDT, 2007) (s. Abb. 25).
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Abbildung 25:
Aminosidureebene mit den zwei moglichen Epitopen, an die eine spezifische Bindung des
monoklonalen Antikorpers an ORF2 von Genotyp 1, 2 und 3 moglich wire. Blau umrahmt:
fiir Genotyp 4 spezifische Epitope; Gelb umrahmt: Abweichende Aminosdure in der
Sequenz des Genotyps 4 im Vergleich zu der Sequenz der Genotypen 1, 2 und 3.

Sequenzalignment der HEV-ORF2-Proteine

(Genotyp

1-4) auf

Ferner konnte in elektronenmikroskopischen Aufnahmen fiir Genotyp 2, 3 und 4

gezeigt werden, dass die rekombinanten HEV-ORF2-Proteine zu HEV-VLPs

assemblieren. Fiir Genotyp 1 konnte der Nachweis im Elektronenmikroskop nicht

erbracht werden. Sehr wahrscheinlich waren VLPs von Genotyp 1 in der fiir das

Elektronenmikroskop aufgereinigten Probe

vorhanden.

in zu geringer Konzentration

Um die Konzentration der HEV-VLPs in den Proben zu erhohen, konnte die

Aufreinigung der Proteinexpression mit einer Casium-Chlorid-Féllung erfolgen

(LI et al., 2005b). Der Vorteil besteht darin, dass das Ausgangsmaterial lysierte

Gesamtzellen sind, in welchen eine hohere ORF2-Proteinkonzentration zu
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erwarten ist. Im Zellpellet von Genotyp 1 konnte via Westernblot eine
entsprechende Proteinbande nachgewiesen werden. Diese HEV-VLPs, welche
sich nach der Proteinexpression noch in den Sf9-Insektenzellen befinden, werden
durch die Lyse der Insektenzellen mittels eines Einfrier-Auftau-Vorgangs

freigesetzt.

Zur Entwicklung von sensitiveren und spezifischeren Tests zum anti-HEV-
Nachweis sowie zur Entwicklung von Tests, welche die Serotypisierung der vier
humanpathogenen Genotypen ermoglichen, miissten die baculoviral exprimierten
HEV-ORF2-Proteine im weiteren Vorgehen hochsauber aufgereinigt und
anschlieBend quantifiziert werden. Die Aufreinigung konnte durch
Dichtegradientenzentrifugation oder durch sdulenchromatographische Verfahren
erfolgen. Anschliefend miissten die aufgereinigten HEV-ORF2-Proteine exakt
quantifiziert werden, beispielsweise mit dem Bradford-Test. Hierfiir wird der
Farbstoff Coomassie-Brillantblau-G-250 genutzt. Dieser bildet in saurer Losung
mit den Proteinen Komplexe, wodurch sich das Absorptionsmaximum von 470
nm (ungebundener Farbstoff) zu 595 nm (komplexierter Farbstoff) verschiebt.
Durch photometrische Messung ist es moglich, auf die Proteinkonzentration der
Probe zu schliefen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit konnten mit dem Dot-Blot-
Verfahren &dquimolare Proteinproben auf Membrane transferiert und mit
aufgereinigtem HEV-Patientenserum beprobt werden. Dadurch konnte die
serologische Reaktivitit der HEV-ORF2-Proteine der vier humanpathogenen

Genotypen verglichen werden.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Doktorarbeit war es, virus-like particles des Hepatitis E Virus, so
genannte HEV-VLPs, aller vier humanrelevanten Genotypen herzustellen.

Besonderes Augenmerk lag auf den zoonotisch iibertragbaren Genotypen 3 und 4.

Die Gateway Technologie der Firma Invitrogen wurde verwendet, um von jedem
Genotyp einen Expressionsvektor zu erzeugen, welcher die trunkierte ORF2-
Gensequenz enthilt. Dafiir wurde die Gensequenz in den Zielvektor pDESTS

kloniert.

Zur Herstellung rekombinanter Viruskapsidproteine wurde das Bac-to-Bac
Baculovirus Expressions System der Firma [nvitrogen verwendet. Das
rekombinante Plasmid, der sog. Expressionsvektor, wurde in E. coli DH10Bac
transformiert. Ist die Transposition in das enthaltene AcMNPV-Bacmid
erfolgreich, wird die Expression des LacZa-Peptids verhindert. Dadurch konnten
Kolonien mit rekombinantem Bacmid durch Blau-Weil3-Selektion isoliert werden.
Das Vorhandensein des Inserts wurde durch PCR und anschlieBende
Sequenzierung der PCR-Produkte bestitigt. Die Herstellung rekombinanter
Baculoviren erfolgte durch Transfektion der rekombinanten AcMNPV-Bacmide
in Sf9-Insektenzellen. Die daraus resultierenden Viren wurden unter Verwendung
von Sf9ET-Insektenzellen zum Endpunkt titriert, um den TCIDso/ml-Wert
bestimmen zu konnen. Aus ihm errechnet sich das bendtigte Volumen fiir die
weitere Amplifikation des Virusstocks. Der amplifizierte Virusstock wurde
geerntet und nochmals zum Endpunkt titriert. Mit diesem hochtitrigen P1-
Virusstock wurden Sf9-Insektenzellen mit einem MOI von 10 infiziert, um grof3e

Mengen rekombinanter ORF2-Proteine herzustellen.

Zum Proteinnachweis diente die indirekte Immundetektion. Hierzu wurden
humanes Patientenserum und ein monoklonaler Maus-Antikorper verglichen. Mit
dem humanen Patientenserum (polyklonale Antikérper) konnten alle vier
Genotypen detektiert werden. Der monoklonale ORF2 Antikorper aus Maus-
Hybridomazellen detektierte hingegen nur die Genotypen 1, 2, und 3; nicht jedoch
Genotyp 4. Das deutet auf die Existenz genotypspezifischer Antikorper hin.

Fir den elektronenmikroskopischen Nachweis von HEV-VLPs wurden die

Zellkulturiiberstidnde der Proteinexpressionen mit einer Polyethylenglykol-Fillung
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aufgereinigt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der assemblierten HEV-

VLPs  gelangen fir die HEV  Genotypen 2, 3 und 4.
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VII. SUMMARY

The objective of this thesis is to develop virus-like particles of the hepatitis E
virus, so-called HEV-VLPs, from all four human-pathogenic genotypes. Particular

attention has been paid to the zoonotic HEV genotypes 3 and 4.

The Gateway Technology from Invitrogen was used to create an expression clone
for each genotype, which contains the truncated gene sequence ORF2. Therefore

the gene sequence was cloned into the destination vector pDESTS.

The Bac-to-Bac Baculovirus Expression System from Invitrogen was used for
synthesising recombinant virus capsid proteins. The recombinant plasmid, the so-
called expression clone, was transformed into E. coli DH10Bac. A successful
transposition in the containing AcMNPV-bacmid inhibits the expression of the
LacZa peptide. As a result colonies including the recombinant bacmid could be
isolated by blue/white selection. The insert sequences were verified by
sequencing. To produce recombinant baculoviruses, the recombinant AcMNPV-
bacmids were transfected in Sf9 insect cells. The end-point dilution assay was
used to determine baculovirus titers and TCIDso/ml. Therefore we used the Sf9
Easy Titer cell line. From these results we calculate the required volume for virus
stock amplification. These amplified stocks were harvested and titrated again by
EPDA. S19 insect cells were infected with this high-titer P1 baculovirus stock

using an MOI of 10 to produce large quantities of recombinant ORF2 proteins.

Indirect immunodetection was used for protein verification. For this purpose
human patient serum was compared with mouse monoclonal antibody. The human
patient serum (polyclonal antibodies) was able to detect all four genotypes. The
monoclonal antibody from mouse hybridoma cells could detect only genotypes 1,
2 and 3; but not genotype 4. This discovery suggests the existence of genotype

specific antibodies.

To show self-assembling of HEV ORF2 proteins to VLPs by electron microscopy,
the proteins in the supernatant of protein expression were purified by
polyethyleneglycol precipitation. Electron microscopic pictures, which show self-

assembled HEV VLPs, could be taken for HEV genotypes 2, 3 and 4.
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