FORTBILDUNG

Epidemiologie

Nach Angaben der WHO und des Robert Koch-
Instituts (RKI; Berlin) sind derzeit etwa 420 Mil-
lionen Menschen, entsprechend 5%-7% der
Weltbevolkerung mit HBV infiziert. Pro Jahr wird
derzeit von etwa einer Million Todesfille HBV-
infizierter Patienten ausgegangen. In Europa sind
zwischen <0,1% (Nordeuropa) und 8% (Ost- und
Stideuropa) der Bevolkerung chronisch mit HBV
infiziert. In der Bundesrepublik Deutschland wur-
den im Jahre 2003 2.681 HBV-Neuerkrankungen
an das RKI gemeldet, wobei etwa 5% Virustrager
bleiben*.

PD Dr. Thomas Bock, Tiihingen

Ein noch ungeléstes Problem bei der Therapie der chronischen Hepatitis
B ist die Selektion von Resistenzen unter Nukleos(t)id-Analoga. Eine geno-
typische Resistenz ist durch die Zunahme spezifischer antiviraler Resis-
tenzmutationen, eine phénotypische Resistenz durch den Anstieg der Vi-
ruslast um >1 log-Stufe charakterisiert. Lamivudin selektiert die Resistenz-
mutation M2041/V im katalytischen Zentrum (YMDD) der HBV-Polymerase,
Adefovir die Mutationen N236T und A181V. Die HBV-Resistenzmutationen
kénnen sich innerhalb von wenigen Monaten ausbilden, deshalb sollte
die Viruslast mittels sensitiver molekularbiologischer Methoden in kurzen
Abstédnden (ca. alle 3 Monate) (iberpriift und die Therapiestrategie gegebe-
nenfalls angepasst werden.

Molekularbiologie

Das Hepatitis B Virus ist das kleinste bekannte hu-
manpathogene DNA-Virus und zeigt einen aus-
gepragten Zell- (Hepatozyten-) und Speziestro-
pismus. Die infektiosen, umhllten HBV-Partikel
(,Dane-Partikel”) lassen sich elektronenmikrosko-
pisch als spharische Partikel mit einem Durchmes-
ser von 42-45 nm darstellen (Abb. 1 u. 2). In die
dulBerer Hille sind die HBV-Oberflichenproteine
(HBsAg; ,Hepatitis B Virus surface antigen”) ein-
gelagert. Das virale Genom, ein zirkuldres, par-
tiell doppelstrangiges DNA Molekil von ca. 3,2
kb Lange, wird von einem ikosaedrischen Kapsid
mit einem Durchmesser von 22-25 nm umgeben
(Abb. 1 u. 2). Neben den infektiosen Virionen fin-
den sich im Blut von akut und chronisch HBV-in-
fizierten Patienten in grofer Zahl ca. 22 nm grofSe
globuldre und filamentose Partikel, die jedoch
keine DNA enthalten und daher nicht infektics
sind (Abb. 1 u. 2). Das im Serum nachweisbare
HBeAg (,Hepatitis B Virus early antigen®) ist eine
sezernierte, posttranslational modifizierte Varian-
te des Kapsidproteins. Die Viruslast im Serum ist
bei akuten Infektionen mit mehr als 10° viralen
Genomen/ml sehr ausgepragt.

FUr die genetische Variabilitdt des He-
patitis B Virus (HBV) sind insbesonde-
re zwei Faktoren bedeutsam, die hohe
Replikationsrate wahrend der aktiven
Vermehrung mit einer ,, Tagesproduktion®
von mehr als 10 Milliarden Viruskopien
sowie das Fehlen einer Lesekorrek-
tur-Aktivitat (,proof reading“) der HBV
Polymerase (Reverse Transkriptase).
Dementsprechend entsteht taglich eine
Vielzahl von HBV-Quasiespezies, d.h.
genetisch leicht unterschiedliche HBV-
Stamme. Innerhalb dieser Gruppe wird
die Virusmutante mit dem groBten Se-
lektionsvorteil dominant. Ein solcher Se-
lektionsvorteil ist beispielsweise eine im
Vergleich zum Wildtyp-Virus effizientere
Replikationskompetenz. Weiterhin kann
der Selektionsdruck der Immunantwort
des Wirts oder der Selektionsdruck ei-
ner antiviralen Therapie bestimmte Vi-
rusmutanten gegenuber dem Wildtyp

sich Uberlappenden Leserahmen des
HBV-Genoms (Abb. 3b) — wobei eine
einzige Punktmutation haufig Einfluss
auf zwei Leserahmen haben kann — ist
nur eine moderate Anzahl von replikati-
onsfahigen HBV-Mutanten zu erwarten,
da die meisten Mutationen Replikations-
defizient sind.

Sequenzanalysen viraler Genome chro-
nisch HBV-infizierter Patienten haben
gezeigt, dass Mutationen zuféllig, aber
mit einer Haufung in bestimmten Regi-
onen des Genoms (preC/C und preS/S-
Region) auftreten kénnen und es so zur
Entstehung von HBV-,Quasispezies”
kommen kann (Abb. 4). Die Selektion
bestimmter Mutationen erfolgt dann in
Abhéangigkeit des Immunstatus des Infi-
zierten, durch Vorteile bei der Virusrepli-
kation und durch Virus-Wirt Interferenz-
mechanismen'".

Abb. 1: Elektro-
nenmikrosko-
pische Aufnahme
von HBV-Partikeln
aus dem Serum
eines chronisch
HBV-infizierten
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Patienten.

Infektioses Virion

»Dane-Partikel*

(ca. 42 nm)
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(ca. 20 nm)

= SHBs

Abb. 2: Schematische Darstellung des infektiosen

Hepatitis B Virions (links, Dane-Partikel; LHBs=large

HBs, MHBs=middle HBs, SHBs=small HBs) und der
im Serum in groBer Anzahl auftretenden globuléren
(mitte) und filamentdsen (rechts), nicht infektiosen

HBsAg-Partikel.

22  Hepatitisa

2/2006

favorisieren. Solche HBV-Mutanten kén-
nen zu einer Resistenz gegentber der
antiviralen Therapie bzw. zum Diagnos-
tik- sowie Vakzin/Immunglobulin-Escape
fGhren.

So entstehen Mutationen

Die Mutationsrate von HBV liegt bei
etwa 1-4x10° Basensubstitutionen/Po-
sition/Jahr (BS/P/J). Dieser Wert liegt
unter der Fehlerrate, die bei RNA-Viren
ohne ,proof reading” (z.B. Retroviren)
nachgewiesen werden konnte (1-2x10%
06 BS/P/J)'°, aber deutlich hoher als bei
anderen DNA-Viren, wie z.B. Herpesvi-
ren. Durch die kompakte Anordnung der

Mutationen in der HBV-Poly-
merasegenregion

Der Polymerase Leserahmen ist der lang-
ste der kodierenden Regionen im HBV-
Genom. Nahezu 80% der HBV-Sequen-
zen kodieren fur das HBV-Polymerase-
gen, wobei die Polymerase-Sequenzen
mit den drei anderen HBV-Leserahmen
Core, preS/S und X Uberlappen (Abb.
3b). Etwa 75% der Polymerase-Sequen-
zen zeigen Homologien zu einer Re-
versen Transkriptase Aktivitat. Das Poly-
meraseprotein setzt sich aus vier Doma-
nen (Terminales Protein, Spacer, Reverse
Transkriptase und RNaseH) zusammen,
die in Abb. 5 und 6 schematisch wieder-
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gegeben sind. Das ,Terminale Protein®
ist essentiell fUr das ,Priming“ der DNA-
Synthese. Der Spacer-Region konnte
bislang keine eindeutige Funktion zuge-
ordnet werden. Das Reverse Transkrip-
tasegen kodiert fur die HBV-RNA- und
DNA-abhangige  DNA-Polymerasakti-
vitat (RT-Aktivitat). Der C-Terminus des
HBV-Polymerasegens kodiert fur die
RNaseH-Aktivitat. Die RT-Aktivitdt ent-
halt das wichtige YMDD-Motiv, welches
das katalytische Zentrum der RT-Aktivi-
tat bildet'> '°. Innerhalb der RT-Aktivitat
werden 7 Domanen (A-G; Abb. 6) unter-
schieden'. Diese Doméanen sind in Nu-
kleotid- und pgRNA-(Template) Bindung
involviert und katalysieren die Polymera-
sereaktion'.

Mutationen im  HBV-Polymerasegen
sind, bedingt durch die Uberlappung
mit dem preS/S Leserahmen, in der
~Spacer‘-Region zu finden, deren Funk-
tion bislang nicht geklart ist. Zum ande-
ren finden sich entsprechende Amino-
sdureaustausche zum Uberlappenden
Bereich der ,a“-Determinante nahe der
B-Domane der viralen Polymerase (Abb.
5). Welchen Einfluss diese Mutationen
auf die virale Polymeraseaktivitat haben,
ist bislang wenig untersucht.

Therapie und Selektion

Bis Ende der 90er Jahre war das Inter-
feron-alpha (IFN) die einzige Therapie-
option der chronischen HBV-Infektion'®.
Dabei gelingt bei etwa 40% der behan-
delten Patienten eine Serokonversion
von positiven HBe-Antigen-Tragern zu
anti-HBe, wobei die Langzeitprognose
bei Patienten, die IFN sensitiv sind, deut-
lich besser ist. Diese Therapieform ist al-
lerdings kostenintensiv und hat eine Rei-
he von Nebenwirkungen. Seit 1999 ist in
Deutschland zudem das Nukleosidana-
logon Lamivudin (Zeffix®), seit 2004 das
Nukleotidanalogon Adefovir (Hepsera®)
und seit 11/2006 Entecavir (Baraclude®)
zugelassen®. Lamivudin hemmt die vi-
rale Polymeraseaktivitat, insbesondere
die des Humanen Immunodefizienz Virus
(HIV) und die des HBV'". Nach Triphos-
phorylierung in der Zelle fGhrt der Einbau
des Nukleosids durch die Reverse Tran-
skriptase zum Abbruch der DNA-Syn-
these und fuhrt so zu einer Hemmung
der viralen Replikation.

Zur Kontrolle der Virusreplikation ist eine
Langzeittherapie mit Nukleosidanaloga
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Abb. 4: Haufig selektionierte HBV-Mutationen. preC/C-Mutationen mit preC-Stopp-Mutation
(gelb), HBsAg ,,a“-Determinante Mutation (,,Immunescape Mutante“; blau), Polymerase Mutati-
onen (Resistenz Mutationen; rot), X-Protein Mutationen (griin).
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Abb. 5: Schematische Darstellung des HBV-Polymerase Leserahmens. Die wichtigsten Resis-
tenzmutationen L180M, M204V/I sind eingezeichnet. Uber dem Polymerasegen ist der iiberlap-

pende HBV preS/S-Leserahmen eingezeichnet.

Template

Abb. 6: 3D-Modell
der HBV-Polymerase
(Reverse Transkrip-
tase (RT). Einteilung
in ,fingers“, ,,palm“
und ,,thumb* Do-
ménen (Modifiziert
nach Torresi 2006).

erforderlich, denn der fur HBV typische
Replikationsmechanismus ist mit einer
sehr effizienten Virusproduktion und
einer relativ langen Halbwertszeit der
viralen cccDNA im Kern der infizierten

Zelle verbunden. Die Halbwertszeit der
HBV-cccDNA liegt bei ca. 6-10 Tagen'®,
wobei sie durch den intrazellularen In-
fektionsweg permanent erneuert wird.

Klinische Studien belegen, dass die >
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Replikationszyklus

Der Replikationszyklus des Hepatitis B Virus be-
ginnt mit der Aufnahme des Virus in die Hepato-
zyten, wobei der oder die beteiligten zelluldren
Rezeptoren bislang unbekannt sind (Abb. 3a).
Ebenfalls wenig bekannt ist, wie das virale Ge-
nom aus der Virushiille freigesetzt wird und in
den Zellkern gelangt. Im Zellkern wird das partiell
doppelstrangige virale Genom in einen vollstan-
dig geschlossenen zirkuldaren DNA-Strang (,co-
valently closed circular” DNA; cccDNA) vervoll-
standigt (Abb. 3b;). Die HBV-cccDNA wird dann
mit Histon- und Nicht-Histonproteinen zum HBV-
Minichromosom im Kern der infizierten Zelle ver-
packt® und dient als Vorlage fir die Transkription
der pragenomischen RNA und HBV-mRNAs”.

Die weiteren Replikationsschritte des HBV erfol-
gen Uber einen durch die virale Reverse Transkrip-
tase katalysierten Zwischenschritt. Dabei wird das
HBV-RNA-Pragenom zusammen mit der viralen
Polymerase in das HBV-Kapsid verpackt. Die Rei-
fung des Virus erfolgt am Endoplasmatischen Re-
tikulum (ER), in das die Oberflichenproteine ein-
gelagert werden. Das infektiose HBV-Virion wird
dann Gber das ER, den Golgi-Apparat und Uber
die Plasmamembran ausgeschleust®.
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Abb. 3a: Schema des HBV-Replikationszyklus in der
Hepatozyte. Beschreibung siehe Text. (EM Abbil-
dungen, Bock & Zentgraf 1992; in Anlehnung an
Nassal & Schaller®.)
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Abb. 3b: Schematische Darstellung des partiell dopp-
lestrangigem, zirkulirem HBV-Genoms. Die Leserah-
men sind als Pfeile dargestellt. Referenzpunkt ist die
EcoRlI-Restriktionsschnittstelle (0/3221; in Anlehnung
an Lee 1997)°.
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Monotherapie mit Lamivudin zunachst
mit einer signifikanten Reduktion der
HBV-DNA, einer erhbhten Serokonver-
sion von HBeAg und einer Inhibierung
der Leberfibrose einhergeht. Allerdings
werden innerhalb der ersten 12 Monate
etwa 20% der behandelten Patienten
resistent gegen Lamivudin. In jedem
weiteren Jahr kommen statistisch etwa
15-20% Lamivudin-resistente Patienten
hinzu, bis dies sich bei einer kumulativen

Resistenzrate von ca. 70% stabilisiert'®
20

Lamivudin-Resistenz (kurze
Systematik der Mutationen im
YMDD-Motiv der viralen Polyme-
rase)

Sequenzanalysen lokalisieren die pri-
mére Lamivudin-Resistenzmutation im
katalytischen Zentrum der HBV-Polyme-
rase im YMDD-Motiv (C-Doméane; Tyro-
sin-Methionin-Aspartat-Aspartat;  Abb.
5) mit einer YMDD- zu YVDD (Methionin
nach Valin/M204V)- oder zu YIDD (Me-
thionin nach Isoleuzin/M2041)-Mutation.
Das YMDD-Motiv ist der HBV-DNA Poly-
merase und der HIV-reversen Transkrip-
tase gemeinsam. Eine weitere Mutation,
die mit der Lamivudin-selektionierten
YMDD-Variante M204V assoziiert ist,
findet sich in der B-Domane der viralen
Polymerase an Position L180M (Leuzin
nach Methionin; Abb. 5).

Adefovir-Resistenz

Inzwischen hat sich auch bei Adefovir ge-
zeigt, dass Resistenzmutationen an Po-
sition N236T (Asparagin nach Threonin)
und A181V (Alanin nach Valin) der HBV-
Polymerase selektioniert werden kon-
nen?'. Erste Studien deuten darauf hin,
dass nach etwa 5 Jahren Adefovir Resis-
tenzmutationen bei 30% der Patienten
zu erwarten sind?" 22,

Prophylaxe nach Transplantati-
on

Schwere Klinische Verlaufe nach Ent-
wicklung einer Lamivudin-Resistenz mit
Selektion einer YMDD-Mutation (M2041/
V) wurden bisher vorwiegend bei Pa-
tienten mit chronischer Hepatitis B
nach Lebertransplantation beschrie-
ben?3. Da solche Patienten zur Praven-
tion der HBV-Reinfektion mit einer Kom-
binationstherapie aus Lamivudin und
einer passiven Immunprophylaxe mit
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HB-Immunglobulin  behandelt werden,
lag der Verdacht nahe, dass Lamivudin
Mutationen im YMDD-Motiv der HBV-
Polymerase und das Immunglobulin
Mutationen in der ,a“-Determinante des
HBV-S-Gens selektioniert. In Mutations-
analysen wurde neben den bekannten
Lamivudin-YMDD-Mutationen ~ M204V
und L180M zusétzlich eine Mutation im
Kodon T128N (Threonin nach Aspara-
gin) des Polymerasegens entsprechend
dem Kodon 120 des HBV-Oberflachen-
proteins (sP120T; Prolin nach Threonin)
nachgewiesen. Klonierung der Mutation
sP120T/rtL180M/rtM204V in ein repli-
kationskompetentes HBV-Vektorsystem
und anschlieBende funktionelle Analy-
sen zeigten Uberraschenderweise eine
erhdhte  Replikationskompetenz ~ der
Resistenzvariante in Anwesenheit von
Lamivudin (Abb. 7).

L180M/M204V
sG145R/L180M/M204V

Wildtyp HBV
P120T
M204V

. sP120T/L180M/M204V

r S S —

+Lam +Lam

Erhdhte Replikation
unter Lamivudin

Abb. 7: Southern Blot Analyse der HBV-DNA
zur Bestimmung der Replikationskompetenz
von HBV-Wildtyp und HBV-Resistenzmutan-
ten unter Lamivudin Behandlung. Links unbe-
handelt, rechts Lamivudin behandelte Probe
(rote Pfeile). (Bock et al. 2002%%). Erkldrung
siehe Text.

Bessere virale Fitness

Dieses bis dahin nicht beschriebene
Verhalten einer HBV-Resistenzmutation
unter Therapie konnte anhand von mo-
lekularbiologischen Untersuchungen an
HBV-Replikationsintermediaten  nach-
gewiesen werden. Unter Zugabe von
Lamivudin stieg véllig Uberraschend bei
der Virusmutante die Replikation signifi-
kant an. Zur Komplementierung dieser
Befunde wurde eine analoge Erhéhung
der extrazellularen, segregierten HBV-
Mutante nachgewiesen. Vergleiche mit
der Viruslast im Serum der Patienten be-
statigten die in vitro-Daten und zeigten
eine hohere Replikationskompetenz der
HBV-Varianten unter Lamivudin®*.
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Historischer Riickblick

Lange bevor das Hepatitis-Virus identifiziert werden konnte, wurde ein infektidses Agens
als Ursache der Hepatitis angenommen. 500 v.Ch. wurde im babylonischen Talmud der
Begriff Gelbsucht erstmals erwéhnt. 751 n.Ch. rét Papst Zacharias dem Erzbischof von
Mainz, Patienten mit dem ,infektidsen Typ“ von Gelbsucht zu isolieren. Félle der so ge-
nannten ,,Serumhepatitis“ (heute als Hepatitis B Virus-Infektion bekannt) sind seit Mitte
des 19. Jahrhunderts in den Krankenakten zu finden. 1855 wurde von Lurman zum ersten
Mal wissenschaftlich das Auftreten von Infektionsféllen mit dem Bild einer koinzidalen He-
patitis nach einer Pockenschutzimpfung an einer Gruppe von Hamburger Werftarbeitern
beschrieben'. 1951 wurde von MacCallum der Begriff der Hepatitis B-Infektion eingefiihrt?
und nach dem gesicherten Nachweis des Hepatitis B Virus von der World Health Organi-
zation (WHO) im Jahre 1973 iibernommen. Vorangetrieben wurde der Erkenntnisgewinn
liber die virale Hepatitis B durch die Entdeckung des Oberflachenantigens des Virus durch
Blumberg 1965°. Durch die Entdeckung des Hepatitis B Virus war es mdglich geworden,
viele der Posttransfusionshepatitiden zu vermeiden. Dennoch ist bis heute das Problem
der HBV-Infektion nicht geldst. Das Ziel aktueller intensiver Forschungen sind neben in-
novativen Diagnostik-Konzepten auch neue Strategien der antiviralen Therapie, um den
klinischen Verlauf der bisher nicht heilbaren HBV-Infektion giinstig zu beeinflussen.

Neue Substanzen

Das bereits in der Schweiz und den USA

zugelassene Telbivudine (Tyzeka®) weist
ein ahnliches Mutationsspektrum wie
Lamivudin auf. Es selektioniert allerdings
— soweit bisher bekannt — nur die YIDD

(M204l)-Mutation. Dies ist relevant, da

Entecavir bislang nur zu Resistenz-Mu-
tationen fuhrt, wenn bereits eine YVDD
(M204V)-Mutation vorlag, nicht aber bei
der YIDD (M204l)-Mutation. Bei einem
geringen Prozentsatz der Patienten,
die mit Lamivudin vorbehandelt waren,

waren Aminoséure-Substitutionen der

viralen Polymerase an Position T148,

S202 und M250 =zusatzlich zu der

YVDD-Mutation vorzufinden oder entwi-
ckelten sich wahrend der Entecavir The-
rapie innerhalb 96 Wochen. Die phano-
typische und klinische Bedeutung die-
ser zusétzlichen Mutationen ist bislang
nicht vollstandig geklart. Bei Nukleosid
(Lamivudin)-naiven Patienten, die mehr
als 48 Wochen behandelt wurden,
konnten bislang keine spezifischen Ami-
nosaure-Substitutionen in der HBV-Po-
lymerasegenregion identifiziert werden,
die mit einer phanotypischen Resistenz
gegenUber Entecavir assoziiert waren.

Hinsichtlich der Resistenzentwicklung
unter Tenofovir (Viread®) liegen derzeit
nur wenige Informationen vor. Es wurde
eine Mutation an Kodon 194 (A194T)
beschrieben. Allerdings wird noch dis-
kutiert, ob diese Mutation wirklich mit
einer Resistenz assoziiert ist. Weitere

Nukleos(t)id-Analoga mit antiviraler Po-
tenz gegen HIV und HBV befinden sich
derzeit in der klinischen Erprobungspha-
se. Hierzu gehdren z.B. Clevudine (L-
FMAU) und Emtricitabine (Emtriva®).

Kombination verhindert Resi-
stenz

Bei genauer Betrachtung der Resistenz-
entwicklung unter Nukleosid/Nukleo-
tidanaloga Behandlung zeigt sich, dass
eine Monotherapie mit einem Nukleosid/
Nukleotidanalog die Gefahr der Selek-
tion spezifischer Resistenzmutationen
begUnstigt. Studien zu Kombinations-
therapien mit Lamivudin und Adefovir
haben gezeigt, dass zwar keine hdhere
Effektivitat erreicht wird, langfristig gese-
hen das Risiko der Selektion von spe-
zifischen Mutationen gehemmt werden
kann. |

Priv. Doz. Dr. rer. nat. C.-Thomas Bock
Universitétsklinikum Ttbingen

Abteilung ftir Molekulare Pathologie, Institut fir
Pathologie

Arztlicher Direktor: Prof. Dr. med. R. Kandolf
Liebermeisterstr. 8 - 72076 T(bingen

E-mail: thomas.bock@med.uni-tuebingen.de
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