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Beschreibung

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Hybridis-
ierungssonden, erhiiltlich dadurch, daB man

a) cDNA durch reverse Transkription der viralen
RNA des HAV herstelit und in ein Escherichia-coli-
Plasmid kloniert;

b) ein Bakterium mit diesem Escherichia-coli-Plas-
mid transformiert;

¢) HAV-positive Klone selektiert, ndem man dieje-
nigen Klone auswihlt, die im Vergleich zum negati-
ven Testhintergrund 2—3fach so stark in einem Ra-
dicimmuntest reagieren, zum Nachweis von HAV,

Hepatitis A (HA) bleibt eine Krankheit, die im Rah-
men der #ifentlichen Gesundheit von grofier Bedeutung
ist, und ihr Verursacher wurde erst kiirzlich identifiziert.
Die Arbeitsausfille sind lang, die Krankenkosten (durch
z. B. Isolierung des Kranken) hoch. Eine passive, besser
noch allgemeine aktive Impfung whre von groBem ge-
sundheitspolitischern und volkswirtschaftlichem Nut-
zen, Dazu miiBte der Erreger dieser Krankheit, das He-
patitis-A-Virus (HAV) in groBer Menge zur Verfiigung
stehen um a) wissenschaftliche Studien zu treiben, b) das
virale Antigen zur Inmunisierung benutzen zu kénnen.
Das ist augenblicklich nicht der Fall. Virusmaterial steht
noch nicht einmal in solcher Menge zur Verfiigung, daB
eine ausreichende biochemisch-virologische Untersu-
chung des Viruspartikels durchgefiihrt werden kann.

Hepatitis A wurde 1967 —1970 erstmals auf nicht-
menschliche Primaten iibertragen (ein Uberblick wurde
von Deinhardt, F., 1976, in "Advances in Virus Research,
Vol. 20, Herausgeber F.B. Bang (Academic Press, New
York), S. 113, gegeben), und Viruspartikel wurden spi-
ter im Stuhl von in der akuten Phase befindlichen Pa-
tienten durch Immunelektronenmikroskopie von Fein-
stone et al 1973 identifiziert (Feinstone, SM, A Z. Kapi-
kian und R.H. Purcell, Science 182 (1973) 1026).

Die biophysikalischen und biochemischen Eigen-
schaften des Hepatitis-A-Virus (HAV) wurden von Pro-
vost et al (P.H. Provost, B.S. Wolanski, W.]. Milier, O.L.
Ittensohn, W.]. McAleer und M.R. Hilleman, Proc. Soc.
Exp. Biol. Med. 148 (1975) 532}, Siegl und Frésner (G.
Siegl und G.G. Frosner, J. Virol, 26 (1978) 40 und 48),
Coulepis et al (A.G. Coulepis, 8.A. Locarnini, A.A. Ferris,
NI Lehmann und LD. Gust, Intervirology 10 (1978) 24
und A.G. Coulepis, 8.A. Locarnini und LD, Gust, ]. Virol
35 (1980) 572), Bradley et al (D.W. Bradley, C.L. Horn-
beck, E.H. Cook und J.E. Maynard, J. Virol, 22 {1978) 228
und D-W. Bradley, HA. Fields, RA. McCaustland, ER.
Cook, CR. Gravelle und J.E. Maynard, J. Med.Virol. 2
(1978) 175), Feinstone et al (S.M. Feinstone, Y. Moritsu-
gu, J.W.K. Shih, ].L. Gerin und R.H. Purcell in "Viral
Hepatitis”, herausgegeben von G.N. Vyas, S.N. Cohen
und R. Schmidt (Abacus Press, Turnbridge Wells) 1979,
S. 41), Maynard und Bradley (J.E. Maynard und D.W.
Bradley (1980) in "Virus and the Liver”, herausgegeben
von L. Bianchi, W, Gerock, K. Sickinger und A. Stadler
(MTP Press Ltd, Lancaster) 8. 9) und Tratschin et al
(1.D. Tratschin, G. Siegl, G.G. Frosner und F. Deinhard,
1981, J. Virol. , im Druck) bestimmt, und es besteht nun
allgemeine Ubereinstimmung, daB HAYV ein Picornavi-
sus mit den meisten Charakteristiken eines Enterovirus
ist.

Aus . of Virology, Seiten 473—477 (1881) ist bekannt,
daB das Genom von HAV eine einstriingige lineare
RNA ist, Diese RNA (wahrscheinlich mit Poly-A-Regio-
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nen am 3'-Ende) weist eine GrdBe von 2,25 bis 2,8 x 108
Dalton und einem Sedimentationskoeffizienten von 32,5
bis 33 § im Vergleich zu Poliovirus, das etwa 6500 Nu-
cleotiden entspricht, auf. Die Genkarte von HAV und
die Expression der Gene sind unbekannt. Uber die
Struktur der Genprodukte der HAV-Proteine und ihre
Antigenizitét ist wenig bekannt.

Lediglich von Maul- und Klanenseuchevirus wurde
berichtet, daB eine doppelstrangige DNA-Kopie der ge-
nomischen Virus-RNA in das E. coli-Plasmid pBR322
kloniert und in E. coli exprimiert werden kann {Nature,
Vol. 289, pp. 555—559 {1981)).

Eine Diskussion von Techniken zur Herstellung und
Klonierung von ds-DNA aus eukaryotischer mRNA fin-
det sich in Genetic Engineering, Principles and Methods,
Vol. 1,15—36(1979).

Obwohl HAV kiirzlich in Zellkulturen geziichtet wor-
den ist (P.H. Provost und M.R. Hilleman, Proc. Soc. Exp.
Biol. Med. 160 (1979) 231; G.G. Frosner, F. Deinhardt, R,
Scheid, V. Gauss-Miiller, N. Holmes, V. Messelberger,
G. Siegl und ].]J. Alexander, Infection 7 (1979) 303; B.
Flehmig, Miinch. med. Wschr. 119 (1977} 825 und F.
Deinhardt, R. Scheid, V. Gauss-Miiller, G.G. Frésner
und G. Siegl, Progr. Med. VirolL 27 (1981) im Druck,
zeigen infizierte Zellen keinen cytophatischen Effekt
(CPE), d. h. sie werden durch die Virusinfektion nicht
abgetdtet und Viruspartikel werden nicht freigegeben
Jedoch ist der Wachstumszeitraum in der Gewebekultur
ungewdhnlich lang, die Ausbeute relativ gering und
stark durch die Tatsache behindert, daB das Virus nicht
von den Kulturzellen freigesetzt wird, sondern durch
kilnstliche Zerstérung dieser Zellen gewonnen werden
muB, wobei die Gefahr der Kontamination von zelluli-
rem Material auBergewdhnlich hoch ist. Die Reinigung
von HAV aus solchen Kulturen ist kompliziert, weil infi-
zierte Zellen lysiert und HAV von den Zelltriinmern
abgetrennt werden muB. Dariiberhinaus ist in Infection
and Imunity, 898908 (1976) aus Faeces gewonnenes
Hepatitis-A-Antigen offenbart.

Aufgrund der dargestellten Schwierigkeiten wurde
die Entwicklung des Nachweisverfahrens fiir HAV bis-
her sehr behindert.

Die Erfindung stellt sich daher die Aufgabe, ein geeig-
netes Nachweisverfahren fiir HAV bereitzustellen.

Diese und andere Aufgaben, die sich aus der nachfol-
genden Beschreibung ergeben, werden durch die Erfin-
dung geldst.

Dementsprechend betrifft die Erfindung die Verwen-
dung von Hybridisierungssonden, erhiltlich dadurch,
daB man

a) cDNA durch reverse Transkription der viralen
RMNA des HAYV herstellt und in ein Escherichia-coli-
Plasmid kloniert;

b) ein Bakterium mit diesem Escherichia-coli-Plas-
mid transformiert;

¢) HAV-positive Klone selektiert, indem man dieje-
nigen Klone auswiihlt, die im Vergleich zum negati-
ven Testhintergrund 2--3fach so stark in einem Ra-
dioimmuntest reagieren, zum Nachweis von HAV,

GemibB der Erfindung wird das HAV-Genom in Form
einer komplementir DNA {= ¢DNAJ) in ein Bakterien-
plasmid kloniert {eingebaut), die Bakterienklone werden
geziichtet, das Genom wird repliziert und einzelne Ge-
ne werden exprimiert, so daB vollstiindige oder teilweise
Produktion von viralen Proteinen erfolgt, die HAV-spe-
zifische Antigenizitit aufweisen. Dabei wird wie folgt
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verfahren:

Vom Stuhl entnommenes Hepatitis-A-Virus (HAV)
wurde stark gereinigt. Die genomische RNA wurde zu
cDNA mittels der AMV-reversen Transcriptase trans-
kribiert, und diese DNA wurde dann in den Pst I-Ort des
Plasmid pBR 322 kloniert, und Klone wurden in Gegen-
wart von Tetracyclin selektiert. Die meisten Klone ent-
hielten Einfilgungen im Plasmid, die mit HAV-spezifi-
scher RNA hybridisieren, die von HA V-infizierten Zell-
kulturen isoliert worden war, die von einem menschli-
chen hepatocelluliren Karzinom stammten. Einige Klo-
ne zeigten Expression unterschiedlicher Mengen viraler
Antigene, die verwendet werden kann zur Immunisie-
rung gegen HAV,

Der Vorteil dieser Methode ist die fast unbegrenzt
herstellbare Menge von viralem Material, die als Bakte-
riensuspension in groBindustriellem MabBstab erfolgen
kann, Weiter liegt der Vorteil in der Moglichkeit, gezielt
nur dasjenige Virusmaterial, d. h. die viralen Antigen-
proteine, herstellen zu k3nnen, die zum Immunititspro-
zeB bendtigt werden, nicht aber anderes Virusmaterial,
das als Ballast kostenaufwendig ist. Vor allem wird bei
dieser Methode des Klonierens vermieden, infektidses
Material (Virusgenom) mit herzustellen, das unter gro-
Bem Aufwand wieder entfernt oder weggereinigt wer-
den miiBte. Die genetische Information fiir die viralen
Antigene bleibt in dem Bakterium verankert, die Bakte-
rien produzieren nur das Immunmaterial

Die im Patentanspruch genannte Hybrid-DNA kann
auf verschiedenen Gebieten verwendet werden. Damit
kann man damii routinemiBig das Vorhandensein von
HAV in klinischem Material nachweisen, wobei dazu
diese Hybrid-DNA-Molekiille verwendet werden, die
nach bekannten Verfahren radioaktiv markiert worden
sind.

Die Erfindung wird nachstehend weiter anhand der
Abbildungen erldutert.

Fig. 1 : GroBe der eingefiigten DNA

Einzelne Bakterienklone wurden geziichtet und Plas-
mide hergestellt. Die GroBe der Plasmide wurde durch
Flektrophorese auf 1%igem Agarosegel ermittelt und
Banden durch Ethidiumbromid in UV-Licht sichtbar ge-
macht, Die Aufnahmen b und c¢ zeigen zwei typische
Plasmide mit DNA-Einfiigung, und die Aufnahmen a
und d stellen das Bezugsplasmid pBR 322 ohne Einfii-
gung dar. :

Fig. 2: Hybridisierung von Plasmid-Einfiigungen mit
2p.markierter HAV-RNA

Klone wurden auf Nitrocellulosefiltern fiber Agar ge-
miB Grunstein und Hogness (loccit.) gezlichtet. HAV-
spezifische RNA, gewonnen von mit HAV infizierten
PLC/PRF5-Zellen {(Alexander et al, 1978, loccit) und
mit 3P markiert, wurde zu den auf Nitrocellulosefiltern
geziichteten Bakterienklonen hybridisiert. A) Autora-
diogramm von drei Filtern mit gewachsenen Klonen
nach Hybridisierung mit HAV-spezifischer RNA; B)
schematische Darstellung dieser drei Filter. (die Pfeile
unten rechts stellen Kontrolikolonien dar, die pBR
322-DNA ohne Einfilgung enthalten); Klone ® = Hy-
bridisierung positiv; Klone O = Hybridisierung nega-
tiv.
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Fig. 3

Wasserschock-Lysate verschiedener Mengen von ali-
quoten Teilen einzelner Bakterienklone wurden einem
HAV-Radioimmuntest unterworfen. A) Radioimmun-
tests mit Kugeln, die mit Anti-HA V-positivern menschii-
chen Serum umhiillt sind; B) mit Kugeln, die mit Anti-
HAV-negativem menschlichen Serum umbhiillt sind.

Fiir die Untersuchung wurden HAV-Partikel aus ei-
nem Stuhl hergestellt, der von einem Patienten, bei dem
sich vier Tage spéter typische Hepatitis A einstellte,
erhaiten worden war. Die Gesamtausbeute an Partikeln
entsprach ungefahr einer Virusmasse von etwa 10 bis
20 ug. Aus den Partikeln extrahierte RNA wurde mit
reverser Transcriptase des Myeloblastosis-Virus von
Vogeln (AMV) in ¢cDNA transkribiert, und die Analyse
der cDNA durch Gel-Elektrophorese ergab eine unge-
fihre Ausbeute von 10 bis 50 ng DNA von einheitlicher
GriBe mit der iberwiegenden Poputation bei etwa 800
bis 1000 Basenpaaren. Die DNA wurde in den Pst [-Re-
striktionsort des Plasmids pBR 322 kioniert. E. coli X
1776 wurde dann durch die Hybridplasmide transfor-
miert, und Klone wurden in Gegenwart von Tetracyclin
selektiert. Aus einzelnen Bakterienklonen wurden Plas-
mide hergestellt. Die Analyse der klonierten Plasmide
ergab, daB viele eine DNA-Einfligung (Fig. 1) im Be-
reich von 300 bis 800 Nucleotiden enthielten,

Um zu ermitteln, ob die DNA-Einfiigung HAV-spezi-
fische Nucleotidsequenzen aufwies, wurden die rekom-
binierten Plasmide zu HAV-spezifischer, mit *2p mar-
kierter RNA hybridisiert. Diese RNA-Proben wurden
aus einer anderen Quelle hergestellt, nimlich aus mit
HAV infizierten Zellkulturen, um falsche Ergebnisse als
Foige einer Kontamination mit nicht-viraler RNA der
fiir die Transkription verwendeten urspringlichen, vom
Stuhl gewonnenen viralen RNA zu vermeiden. Die mei-
sten Klone, die Einfiigungen enthielten, hybridisierten
zu dieser HAV-RNA (Fig. 2).

Die Bakterienklone wurden auf Expression von Anti-
gen nach Wasserschock-Lysis der Bakterien (Villa-Ko-
maroff et al, loccit) untersucht, und die Schockfluids
wurden in einem Festphasen-Radioimmuntest (HAVAB
von Abbott Laboratories, North Chicago, USA) auf
HAV-Antigene getestet. Zwei Klone waren positiv, d. h.
sie reagierten auf einem 2- bis 3fachen Niveau tber dem
negativen Hintergrund. Steigende Mengen von Schock-
fluids (2,20 bzw. 200 mi) banden proportional steigende
Mengen von Radioaktivitit beim Radioimmuntest
(Fig. 3A).

Um diese Ergebnisse zu besttigen, wurde der Radio-
immuntest unter Verwendung einer festen Phase (Ku-
geln) durchgefiihrt, die mit HAV-negativemn Serum um-
hiillt worden waren. Fig. 33 zeigt, daB kein Schockftuid
unter diesen Bedingungen reagierte, ein weiterer Be-
weis, daB HAV-spezifische Polypeptide in den Klonen
22 und 29 exprimiert sind.

Die vorhandenen Klone kénnen nunmehr als Hybri-
disierungssonden und Primer fiir die Herstellung von
weiterer cDNA unter Verwendung von RNA von mit
HAY infizierten Zellkulturen: verwendet werden.

Reinigung von Viruspartikeln

HAV-Partikel wurden aus 25 g gefrorenem Stuhi ge-
reinigt wie beschrieben {G. Siegl und G.G. Frosner, J.
Virol. 26 (1978) 40 und 48). Die Partikel wurden, kurz
gesagt, aus dem Stuhl entnommen, an einem vorgebilde-
ten CsCl-Dichtegradienten (Dichte 1,25—1,50 gfem?,
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mittl. Dichte 1,35 g/cm®), der oben ein Kissen von
30%iger Saccharose zur Absorption des groBten Teils
der nicht-verwandten Proteine trug, gebandet, und die
Fraktion mit einer Dichte von 1,34 gfem® wurde durch
Sedimentationszentrifugation iiber einen Saccharose-
gradienten gebandet. HAV-Antigen-positive Fraktio-
nen, getestet mit dem Standard-Radioimmuntest der
Feststoffphase, G.G. Frasner, Miinch. med. Wschr. 119
(1977) 825 unter Verwendung von HAVAB-Test-Kits
der Abbott Laboratories, North Chicago) wurden zu-
sammengegossen und dann erneut mit einem CsCl-
Dichtegradienten #hnlich wie oben gebandet. Die Ge-
samtausbeute von Partikeln aus dieser Zentrifugation
band 107 cpm von mit 1'% markiertem Ahti-HAV. Dies
entspricht ungefihr einer Virusmasse von etwa 10 bis

20 pg.
Synthese von komplementiirer DNA (¢cDNA)

RNA wurde aus den Partikeln nach der Guanidin-
Rhodanid-Methode extrahiert {A. Ullrich, ]. Shine, R.
Chirgivin, E. Pictet, W.J. Rutter und H.M. Goodman,
Science 196 (1977) 1313), so daB sichergestellt wurde,
dalB keine RNase-Aktivitit vorhanden war. Sie wurde
mit 100 U reverser Transcriptase des Myeloblastosis-Vi-
rus von Vigeln (Boehringer Mannheim) in Gegenwart
von Oligo-d-T12—1s als Primer, 8 mM MgAc,, 0,01%
NP-40%, Desoxyadenosintriphosphat (dATP), Desoxy-
guanidintriphospbat  (dGTP), Desoxythymidintri-
phosphat (dTTP) je 1 mM, 0,2 mM Desoxycytidintri-
phosphat (dCTP) und 0,5 mCi 32p-dCTP als radiocaktiver
Nucleotidvorstufe (NEN) 2 Stunden bei 42°C transkri-
biert. Das gesamte Inkubationsgemisch wurde 1 Minute
bei 80°C erhitzt und schnell gekiihlt, worauf erneut zur
Doppelstrang-Synthese 50 U reverse Transcriptase zu-
gesetzt wurden und das Gemisch 2 Stunden bei 30°C
inkubiert wurde. Die Analyse der komplementiir-DNA
(cDNA) durch Gelelekirophorese ergab eine ungefihre
Ausbeute von 10—50ng DNA einer uneinheitlichen
GriBe zwischen einigen Hundert bis zu 2000 Basenpaa-
ren, wobei die gréBere Population bei etwa 800 bis 1000
Basenpaaren lag.

Klonieren von cDNA in Plasmide

An die DNA wurde das Desoxycytidin am 3'-Ende (T.
Nelson und D. Brutlag, Methods of Enzymology 68
(1979) 41, herausgegeben von R. Wu (Academic Pres
New York)) unter Verwendung von terminaler Transfe-
rade (P-L. Biochemicals Inc, Milwaukee) angehingt
und dann mit Plasmid-pBR 322-DNA hybridisiert, die
mit den Restriktionsenzymen Pstl durchschnitten wor-
den war, und an deren 3-Enden Desoxyguanidin
(dG)-Homopolymere angehangt worden waren (Nelson
und Brutlag, loc. ¢it.). E. coli X 1776 wurde dann mit den
Hybrid-Plasmiden transformiert und Klone wurden in
L-Nihrmedium in Gegenwart wvon Tetracyclin
(12 pg/emd) selektiert (H.M. Goodman und R.J. MacDo-
nalt, Methods of Enzymology 68 (1979) 75, Herausgeber
R. Wu (Academic Press, New York ).

Analyse von Plasmid-Einfiigungen

Einzelne bakterielle Klone wurden bis zu 100 ml in
Gegenwart von Uridin gemiB M.V. Norgard, K. Eming-
holz und . Meonahan (J.Bact. 138 (1979), 270) gezfichtet
und Plasmide wurden durch Lysis mit Triton X-100%® und
anschlieBende CsCl-Sedimentationszentrifugation in
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Gegenwart von Ethidiumbromid hergestellt (Villa-Ko-
maroff, L., A. Efstradiadis, S. Broome, P. Lomedico, R.
Tizard, 8.P. Naber, W.L. Chick und W. Gilkert, Proc.
Natl Acad. Sci. USA 75 (1978), 3727 und F. Bolivar und
K. Backman, Methods of Enzymology 68 (1979) 245,
Herausgeber R. Wu (Academic Press, New York). Die
GrioBe der Plasmide wurde durch Elektrophorese an
1%igem Agarosegel analysiert, und die Banden wurden
mit Plasmid-Markern mit DNA-Einfiigungungen von
bekannter GréBe verglichen.

Hybridisierung ven HAV-RNA zu Plasmid-DNA

Einzelne Bakterienklone wurden auf Nitrocellulose-
Filtern iber Agar gemaB M. Grundstein und D.S. Hog-
ness (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72 (1975) 3961) gezfich-
tet. HAV-spezifische RNA wurde von den mit HAV
infizierten PLC/PRF5-Zellen gewonnen (]. Alexander,
G. Macnab, R. Saunders, Perspekctives in Virology 10
(1978) 103 (Herausgeber M. Pollard (Raven Press, New
York). Vier Wochen nach der Infektion mit HAV (Fros-
ner et al, 1979, loccit; Deinhardt et al, 1981, loc.cit),
wurde den Zellen das Phosphat fir 12 Std. entzogen,
worauf sie mit 32PO, (NEN; 1 cifem?, trigerfrei 24 Std.
lang markiert und lysiert wurden, Die HAV-Partikel
wurden durch CsCl-Sedimentationszentrifugation ge-
reinigt Eine Bande mit der Dichte von HAV
(1,34 g/cm?®), die bei einern HAV-Radioimmuntest eine
positive Reaktion zeigte, wurde mit Phenol behandelt,
und die RNA {100 000 cpm/Filter) wurde in 50%igem
Formamid, 5 x SSC bei 40°C fiir 15 Stunden zu den auf
Nitrocellulosefiltern geziichteten Bakterienklonen hy-
bridisiert. Jedes Filter enthielt einen negativen Kontroll-
Kion mit dem Plasmid pBR 322, der keine Einfiigung
hatte,

Expression von HAV-Antigen

Einzelne Bakterienklone wurden in jeweils 250 ml
Suspension bis zu einer optischen Dichte {O.D.) von 0,8
geziichtet, worauf aliquote Teile von je 2, 20 und 200 ml
zentrifugiert wurden. Die Bakterien-Pellets wurden mit
Wasser gemal Villa-Komaroff et al (1978, loccit) ly-
siert, und aliquote Teile von 300 pl jedes Wasserschock-
fluids wiirden auf HAV-Antigene in einem Festphasen-
HAV-Radioimmuntest (siehe oben) untersucht, Als
Kontrolle wurden die beim Radicimmuntest verwende-
ten Polystyrolkugeln mit Anti-HAV Negativserum um-
hitlit,

Patentanspruch

Verwendung von Hybridisierungssonden, erhilt-
lich dadurch, daB man
a) cDNA durch reverse Transkription der vira-
len RNA des HAV herstellt und in ein Escheri-
chia-coli-Plasmid kloniert;
b) ein Bakterium mit diesem Escherichia-coli-
Plasmid transformiert;
¢) HAV-positive Klone selektiert, indem man
diejenigen Klone auswiihlt, die im Vergleich
zum negativen Testhintergrund 2—3fach so
stark in einem Radioimmuntest reagieren, zum
Nachweis von HAV.
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