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Hepatitis B-Impfung: altbewahrt,
doch nicht perfekt

Seit fast 30 Jahren ist der Hepatitis B Impfstoff erhiltlich. Weltweit sind iiber 600
Millionen Menschen damit geimpft worden. In Lindern, wo die Impfung seit mehr
als 15 Jahren an alle Kleinkinder und Jugendlichen verabreicht wird, ist die Zahl
der Hepatitis B Neuerkrankungen stark zuriickgegangen. Trotz des unbestreitbaren
Erfolges dieser Impfung zeichnen sich jedoch zunehmend auch Liicken in der
Schutzwirkung ab. Diese Probleme und Wege zu ihrer Lésung werden im folgenden

Beitrag behandelt.

So ist die Zahl der nicht geschitzten
.Non-Responder" groBer als die friihen
Feldversuche erwarten lieBen. Die seit 20
Jahren bekannten impfungsresistenten
Escape-Mutanten sind mdoglicherweise
doch ein groBeres Problem als bislang ver-
mutet. Sie treten gehauft bei okkulten
HBV-Infektionen auf, die ihrerseits viel
haufiger sind als allgemein angenommen
wurde. Klinisch sind diese schwach aktiven
Infektionen mutmaBlich unbedeutsam so-
lange das Immunsystem sie unter Kontrol-
le halt. Bei Immundefizienz kdnnen sich
die okkulten Escape-Varianten jedoch zu
sehr groBen Zahlen vermehren und im
schlimmsten Fall todliches Leberversagen
hervorrufen. Diese klinisch duBerst be-
deutsame Reaktivierung kdnnte besonders
in Afrika ein groBes

typ A2 gegen die meisten anderen Geno-
typen nicht so gut schiitzt. Klinisch stum-
me HBsAg-negative HBV-Infektionen bei
niedrigem Antikdrperspiegel sind seit lan-
gem bekannt, wurden aber bislang fiir un-
bedeutsam gehalten. Gerade diese Impf-
durchbriiche fiihren aber, paradoxerweise,
dazu, dass die Impfung die Sicherheit von
Bluttransfusionen hinsichtlich Hepatitis B
nicht erhoht, sondern verringert.

HEPATITIS B - DIE KRANKHEIT

Die Infektion mit Hepatitis B Virus (HBV)
kann einen sehr unterschiedlichen Verlauf
nehmen (Abb. 1). HBV vermehrt sich fast
ausschlieBlich in Leberzellen und kann
diese nur auf dem Blutweg erreichen. Da
es sich nur sehr langsam vermehrt, kann im
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Abb. 1: Verlaufsformen der Hepatitis B-Virus-Infektion je nach Zeit-

Immunantwort

giinstigen Fall die Infektion vom Immun-
system unter Kontrolle gebracht werden,
bevor viele Leberzellen befallen wurden.
Auf diese Weise kann unbemerkt eine Im-
munitdt gegen HBV erworben werden
(Abb. 1). Wegen der besonderen tolero-
genen Funktionen der Leber kommt es aber
oft zum verzogerten Einsetzen des Immun-
systems und somit im Verlauf von Monaten
zur Infektion fast aller Leberzellen sowie zu
einer riesigen Viruslast im Blut (Abb. 1).
Das Virus selbst ist nicht pathogen. Das Im-
munsystem kann aber das Virus langfristig
nur durch Blockade oder gar Zerstorung der
infizierten Zellen unter Kontrolle bringen
(Immunpathogenese), was sich als akute
Hepatitis mit schweren Funktionsausfallen
der Leber bemerkbar macht. Bei immuno-
logisch unreifen (Neugeborenen, Klein-
kindern) oder geschwichten Personen, aber
auch bei einem Teil (ca. 5%) anscheinend
immunkompetenter Personen kommt es zu
einer langdauernden Immuntoleranz gegen
HBV, so dass dieser Personenkreis ohne we-
sentliche Krankheitssymptome groBe Men-
gen Virus in Leber und Blut enthalt und
eine unerkannte langfristige Infektions-
quelle darstellt (Abb.1 rechts). SchlieBlich
kommt es bei diesen Virustrdgern nach Jah-
ren oder Jahrzehnten doch zu einer mehr
oder weniger effizienten Immunabwehr,
was im glinstigen Fall in einem immunkon-
trollierten wenig infektiosen HBsAg-Tra-
ger-Status, im ungiinstigen Fall in einer
chronischen Hepatitis resultiert. Auch die
chronische Hepatitis B beginnt wegen der
zundchst milden Symptome meist unbe-
merkt. Langfristig flihrt sie jedoch bei etwa
20% der Patienten nach Jahrzehnten un-
behandelt zum weitgehenden Umbau des
Lebergewebes in nicht funktionelles Nar-
bengewebe (Leberzirrhose) und damit in
der Endphase zu komplettem Leberversa-
gen. Eine weitere haufige Spatfolge ist Le-
berkrebs, fiir den HBV weltweit gesehen die
Hauptursache ist. Weltweit sind 370 Mil-
lionen Menschen chronisch mit diesem
tiickischen Virus infiziert, eine Million ver-
stirbt jahrlich an den Spatfolgen.
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Entdeckung des Erregers

Die epidemische Gelbsucht war schon in der
Antike bekannt, jedoch fiihrte man die Krank-
heit auf schlechte Lebensumstande und nicht
auf eine Infektion zuriick. Die infektiose Natur
der Erkrankung erkannte Liirmann 1885, als
nach einer Impfaktion gegen Pocken in Bre-
men gehduft Félle von Gelbsucht auftraten.
Dem Impfstoff wurde damals zur Stabilisie-
rung menschliche ,Lymphe“ zugesetzt. Auch
spater gab es weltweit zahlreiche Ereignisse,
bei denen Hepatitis-Erreger durch invasive
medizinische Eingriffe (z.B. Impfungen mit
mehrfach verwendeten Spritzen) massenhaft
libertragen wurde. Auf der Basis epidemiolo-
gischer Beobachtungen wurden zwei Formen
von Hepatitis Erregern postuliert: Typ A wird
vorwiegend fakal-oral (iber verschmutztes
Trinkwasser oder Lebensmittel, Typ B dage-
gen vorwiegend parenteral, z.B. iiber Blut
oder Blutprodukte iibertragen. Die Entde-
ckung des Erregers der Typ B Hepatitis (HBV)
begann 1963 als der Arzt und Anthropologe

Baruch S. Blumberg vom Institute for Cancer
Research in Philadelphia (Nobelpreis 1976) mit
relativ simplen immunologischen Methoden
nach genetischen Unterscheidungsmerkma-
len in menschlichen Seren suchte. Im Blut von
australischen Ureinwohnern fand sein Mitar-
beiter Harvey Alter ein neues Antigen, welches
daher ,Australia-Antigen“ genannt wurde. Die
Natur dieses Antigens blieb jedoch zundchst
ratselhaft. Unabhdngig davon suchte Alfred
Prince vom New York Blood Center nach An-
tigenen bei Hepatitis-Patienten und entdeckte
1968 ein ,Serum-Hepatitis-Antigen“, welches
sich jedoch bald darauf als identisch mit dem
Australia-Antigen erwies (Abb. 2). Auch Blum-
berg hatte mittlerweile das gehéufte Vorkom-
men dieses Antigens bei Hepatitis-B-Patienten
erkannt. Blumberg, Prince und eine Reihe an-
derer Forscher (darunter auch Gerlich) konn-
ten in der Folgezeit Australia-Antigen auf 20
Nanometer (nm = 10-9 m) groBen, entfernt
virus-dhnlichen Partikeln nachweisen (Abb.

2 rechts). Gegen deren Virusnatur sprach
aber das Fehlen von Nukleinsaure, worauf
Blumberg postulierte, dass es sich um einen
Scrapie-ahnlichen, Nukleinsdure-freien in-
fektiosen Erreger handeln wiirde. (Dies war
damals eine kiihne Hypothese, die sich aber
nur fiir Scrapie als richtig erwies. Auch der
so0g. Rinderwahnsinn wird von einem derar-
tigen Erreger hervorgerufen). Der Londoner
Virologe David Dane entdeckte zwei Jahre
spater im Elektronenmikroskop neben den
sehr zahlreichen 20 nm groBen Teilchen
auch 45 nm groBe virusartige Teilchen, die
auf ihren Hiillproteinen das Australia-Anti-
gen trugen und heute als HBV bekannt sind
(Abb. 3). 1973 gelang es dem amerikanischen
Virologen William S. Robinson innerhalb der
sDane-Partikel“ zunédchst die virale DNA-
Polymerase und bald danach auch die Virus-
DNA nachzuweisen und damit den Weg fiir
deren molekularbiologische Untersuchung zu
eroffnen.

‘ Baruch Blumberg  Harvey Alter

Alfred Prince |
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Abb. 2: Die Entdecker des Australia-Antigens (B. B, H. A.), bzw. des Serum-
Hepatitis-Antigens (A. P). Aus Australia bzw. Serum-Hepatitis-Antigen positiven

Seren konnten 20 nm groBe Partikel (rechts) isoliert werden, die man kurze Zeit

fiir den Erreger der Hepatitis B hielt.

IMPFSTOFFENTWICKLUNG GEGEN HBV

Impfstoff der 1. Generation. Schon 1969
vermutete Blumberg, dass das in groBen
Mengen im Blut von Hepatitis-Patienten
zirkulierende Australia-Antigen einen
schiitzenden Impfstoff darstellen kdnnte
und meldete dies als Patent an. Der Kin-
derarzt Saul Krugman testete 1970 in den
USA Hitze-behandeltes Australia-Anti-
gen-haltiges Serum als moglichen Impf-
stoff an 29 geistig behinderten Kindern,
indem er diese nach der Impfung, in
ethisch abzulehnender Weise, gezielt mit
HBV infizierte und dabei eine Schutzrate
von rund 60% beobachtete. John Gerin
und Robert Purcell zeigten in einem wis-
senschaftlich liberzeugenderen und
ethisch vertretbaren Infektionsversuch an

Australia-Antigen = Hepatitis B surface Antigen = HBsAg ‘

Schimpansen, den einzigen geeigneten
Versuchstieren, dass gereinigtes und virus-
inaktiviertes Australia-Antigen aus dem
Plasma von HBV-Trdgern einen wirksamen
HBV-Impfstoff darstellt. Im Jahr 1980 wies
Wolf Szmuness in einer Placebo-kontrol-
lierten Feldstudie unter 1000 mannlichen
Homosexuellen in New York (einer klas-
sischen Risikogruppe fiir Hepatitis B) die
hohe Schutzwirkung eines dhnlichen, von
der Fa. Merck Sharp and Dome (MSD) her-
gestellten Impfstoffs in der Praxis nach. Es
folgte eine weltweite Impfempfehlung der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) fir
HBV-Risikogruppen und Neugeborene in
HBV-Hochendemiegebieten.

2. Generation. Obwohl die HBV-Impf-
stoffe der ersten Generation aus dem Plas-

Abb. 3: David Dane und die von ihm im Blut von Hepatitis-Patienten ent-
deckten, 42-45 nm groBen, doppelschaligen Viruspartikel mit Australia-
Antigen auf der Oberflédche.

ma HBV-infizierter Spender sicher und
sehr wirksam waren, begann man mit dem
Aufkommen der Gentechnik in den 1980er
Jahren, HBV-Impfstoffe in genetisch ver-
anderten Wirtszellen herzustellen und sich
so von dem hoch-infektiésen und nur be-
grenzt verfligbaren HBV-Triger-Plasma
unabhdngig zu machen. Durch die 1978
gelungene Klonierung und Sequenzierung
des HBV-Genoms in den Arbeitsgruppen
von Pierre Tiollais, Kendrick Murray und
William Rutter wurde das Virus einer
molekularbiologischen Analyse zugédng-
lich. Nach heute Gblicher Nomenklatur
wird Australia-Antigen als Hepatitis B
Virus surface-Antigen (HBsAg) bezeichnet.
Es besteht aus einem Protein mit 24.000
Dalton Molgewicht, welches sich spontan
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innerhalb der Zelle zu den bekannten 20
nm groBen runden Teilchen zusammenla-
gert (Abb. 2; HBsAg). 1982 gelang es Pablo
Valenzuela fiir MSD und Michel de Wilde
fiir den Impfstoff-Hersteller Rixensart in
Belgien (heute GSK), HBsAg durch Rekom-
bination des Gens fiir dieses Protein mit
einem genetischen Expressionsvektor in
Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae)
herzustellen. Im Schimpansen-Versuch be-
wirkte dieses ,rekombinante” HBsAg als
Impfstoff einen zuverlassigen Schutz
gegen eine HBV Infektion und seitdem
wird es mit groBem Erfolg eingesetzt. Das
rekombinante HBsAg ist der erste amtlich
zugelassene, gentechnisch hergestellte
Impfstoff mit weltweiter Anwendung.
Bedenkt man, dass eine chronische HBV-
Infektion oft zu Leberkrebs fiihrt, ist dies
zugleich auch der erste Impfstoff gegen
eine bestimmte Krebsform.

Im Jahr 1992 beschloss die WHO, HBV
durch ein weltweites Impfprogramm fiir
die gesamte Bevdlkerung schrittweise aus-
zurotten. Mehr als 171 Lander, darunter
auch Deutschland, haben die Impfung
gegen HBV in ihre nationalen Impfempfeh-
lungen aufgenommen. Der Impfstoff wird
intramuskular verabreicht und enthalt die
vielfach erprobten Adjuvantien (Wirkver-
starker) Aluminium-Hydroxid oder -Phos-
phat. Der beste Kompromiss aus Schutz-
wirkung und Aufwand wird mit drei Dosen
im Abstand von 0, einem und 6 Monaten
erzielt. Uber 2 Milliarden Dosen wurden
bislang weltweit verabreicht, ohne dass es
nachweislich zu ernsten Nebenwirkungen
kam. Entgegen vereinzelten kritischen Be-
richten sind die momentan verfligbaren
Impfstoffe aus gentechnischer Herstellung
nach heutigem Kenntnisstand sicher. Bei
einem kleinen Teil der Geimpften wurden
lokale und leichte allgemeine Nebenwir-
kungen im Sinne einer normalen Entziin-
dungsreaktion beobachtet.

SCHUTZWIRKUNG DES IMPFSTOFFS

HBsAg ist wie die meisten viralen Hiillan-
tigene kein besonders gutes Immunogen.
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So ist die erforderliche Impfdosis mit 10
bzw. 20 Mikrogramm rund tausendmal
hoher als bei dem Hepatitis-A-Impfstoff,
der aus abgetoteten, nicht behiillten Viren
besteht und man bendtigt eine Dosis mehr.
Die Schutzwirkung des HBV-Impfstoffes
der zweiten Generation ist dennoch bei
Kindern und jungen gesunden Erwachse-
nen sehr gut. In Deutschland hat die Zahl
der jahrlich gemeldeten akuten Hepatitis B
Félle seit Einfliihrung der allgemeinen HB-
Impfung von 6.135 im Jahr 1997 auf etwa
748 in 2009 abgenommen, was zu einem
guten Teil auch auf die Impfung zuriickzu-
flihren sein wird. An der Zahl der chronisch
infizierten HBV-Trager kann die Impfung
naturgemaB so schnell nichts dndern, so-
dass die Infektionsgefahr fiir nicht immune
Personen zunéachst weiterbesteht.

Fiir den Schutz entscheidend ist, dass in
den Wochen nach der dritten Dosis ein
ausreichender Antikdrperspiegel gegen
das HBsAg (Anti-HBs) erreicht wird. In den
friihen Impfstudien, die haufig an jungen
weiblichen Personen durchgefiihrt wur-
den, war dies zu fast 100% der Fall. Nun
ist diese Personengruppe junger Frauen
auf Grund humanbiologischer Gegeben-
heiten pradestiniert, besonders wirksam
Antikorper zu produzieren, um ihre Neu-
geborenen durch die passiv libertragenen
Antikorper vor Infektionen zu schiitzen.
Die langjahrige Erfahrung in der Praxis
zeigt, dass nicht wenige Geimpfte keine
oder sehr wenig Antikorper bilden (Non-
oder Low-Responder) und dann auch
nicht geschiitzt sind. Neben vermeidbaren
Faktoren, wie Ubergewicht oder Rauchen,
die zum Impfversagen fiihren, gibt es auch
unbeeinflussbare Faktoren, wie mann-
liches Geschlecht, fortgeschrittenes Alter
und genetische Veranlagung, sodass bei
Zusammenkommen mehrerer negativer
Faktoren bis zu 40% Non-Responder auch
unter anscheinend gesunden Menschen
auftreten konnen. Ein weiterer Nachteil
des Impfstoffs ist, dass schon eine mode-
rate Schwiachung des Immunsystems die
Schutzwirkung erheblich vermindert und

dann, z.B. bei HIV-Infizierten (auch mit
noch normaler CD4+-Zellzahl) und bei
Dialysepatienten, sehr viele Non-Respon-
der gefunden werden.

Seit langem weiB man, dass der Anti-HBs-
Spiegel nach der 3. Impfung zunichst
hoch ist, dann aber recht rasch abféllt und
nach Jahren u. U. ganz verschwindet. Bei
stark abgefallener oder gar nicht mehr
nachweisbarer Antikérpermenge nach
Impfung kann es bei Exposition mit HBV
zu sogenannten ,okkulten" Infektionen
kommen, die sehr schwer diagnostizierbar
sind, da nur eine sehr geringe Viruslast im
Blut vorkommt und das HBsAg meist gar
nicht nachweisbar ist. Erst nachtrdglich
findet man bei diesen Personen oftmals
Antikorper gegen das Core-Antigen des
HBV (Anti-HBc) was auf die stattgefun-
dene Infektion hinweist. An sich sind diese
Infektionen fiir den Betroffenen harmlos,
weil durch die Impfung ein immunolo-
gisches Gedachtnis erzeugt wurde,
welches die HBV-Infektion auf niedrigem
Niveau halt, sodass keinerlei Krankheits-
symptome feststellbar sind. Ein Problem
sind diese okkulten Infektionen jedoch bei
Bluttransfusionen, da die geimpften, aber
infizierten Spender nach neuesten Befun-
den der Blutspendedienste des Amerika-
nischen Roten Kreuzes tiber mehrere Wo-
chen oder sogar Monate das infektiose
HBV im Blut tragen und so den Blutemp-
fanger infizieren kdnnten, ohne dass bei
diesen Spendern der dblicherweise be-
stimmte HBV-Marker HBsAg nachweisbar
wire (Stramer et al., 2010). Insgesamt gab
es bei dieser Studie an 3,7 Millionen Blut-
spenden nur 9 Spender, die HBV-DNA po-
sitiv aber HBsAg und Anti-HBc negativ
waren und somit als frisch okkult infiziert
galten. Sechs davon waren geimpft (Tab.
1), was bedeutet, dass eine langer zuriick-
liegende Impfung das Auftreten der
schwer nachzuweisenden okkulten Infek-
tionen begilinstigt widhrend bei nicht
geimpften Personen das HBsAg fast immer
nachweisbar war, wenngleich etwas spater
als die HBV-DNA. Da Spender mit frischer



okkulter HBV-Infektion nur durch den
hochempfindlichen Nachweis von HBV-
DNA erkannt werden konnen, wird dieser
Test jetzt wohl routineméBig in den USA
eingeflhrt und zwar in Kombination mit
der bereits durchgefihrten Testung auf
HIV- und HCV-RNA. In Deutschland prak-
tizieren die Blutspendendienste des Roten
Kreuzes seit langem diese zusatzliche Te-
stung auf HBV DNA, jedoch ist sie nicht
bindend vorgeschrieben. Aus Kostengriin-
den werden zumeist nur Minipools von
mehreren (bis zu 96) Spenden getestet
und bei positivem Befund wird die einzel-
ne Spende durch Nachtestung identifi-
ziert. Wahrend dieses Vorgehen fiir HIV
und HCV wegen der rasch ansteigenden
Virdmie nur ganz selten zu falsch nega-
tiven Ergebnissen fiihrt, wird bei HBV
wegen des sehr langsamen Anstiegs der
Virdmie je nach Testempfindlichkeit ein
wesentlicher Teil der frisch infizierten
Spender nicht erkannt werden.

GENETISCHE VARIABILITAT DES HBV

Die genetische Variabilitat hat bislang die
Entwicklung von wirksamen Impfstoffen
gegen HIV oder Hepatitis C Virus verhin-
dert. Bei HBV glaubte man bis vor kurzem,
dass die Variabilitat kein wesentliches Pro-
blem darstellt, da bei den friihen Schutz-
versuchen der Impfstoff auch gegen In-
fektion mit HBV eines anderen Genotyps
schiitzte und Escape-Mutanten nur selten
beobachtet wurden. Dies kdnnte sich aber
in Zukunft andern.

Genotypen. HBV kommt in mindestens
neun Genotypen vor, die mit den Buchsta-
ben A - | bezeichnet werden. Dartiber hi-
naus gibt es Subgenotypen, z.B. A1-7. In
Mitteleuropa und den USA herrscht A2
vor. Die Ergebnisse aus den geimpften US-
Blutspendern lassen vermuten, dass der
tibliche Impfstoff, der vom Subgenotyp A2
abgeleitet ist, besser gegen das HBV des
gleichen Subgenotyps schiitzt als gegen
die anderen (Sub-) Genotypen. Nur einer
der sechs identifizierten okkult infizierten
Spender mit friitherer HB-Impfung hatte

A2, wihrend unter den Anti-HBs-Titer IE/L HBV DNA (NAT)
HBV-Trdgern in den USA positiv negativ
zu 80% der Subgenotyp Nicht geimpft 3 197
A2 vorherrscht (Tab. 2). <10 > )
Die Daten legen auBerdem 10 -100 4 122
nahe, dass (wie bislang > 100 0 109

schon vermutet) 10 Inter-
nationale Einheiten pro
Liter Serum (IE/L) des

Tab. 1: Anti-HBs Titer bzw. Impfstatus in 9 nur HBV DNA (NAT)
positiven und in 520 negativen Kontrollspendern des Amerika-
nischen Roten Kreuzes ohne HBsAg und Anti-HBc.

durch den Impfstoff her- Tmpfistatus* HBV- Genotyp
vorgerufenen Anti-HBs- .

. L IE/L Anti-HBs Nur A2 Andere
Antikorpers vollstandig, - -
also auch vor einer okkul- Nicht geimpft 3 0
ten Infektion, mit HBV/A2 Geimpft, < 100 IE/L 1 5

schiitzen. Bei Exposition,
z.B. durch sexuellen Kon-
takt mit einem HBV-Tra-
ger mit anderen HBV-Ge-
notypen wird dagegen
eine okkulte Infektion begtinstigt, sobald
der Anti-HBs-Spiegel unter 100 IE/L liegt.
Leider haben nur 30% der geimpften US
Blutspender >100 IE/L (Tab. 1), was fiir das
Blutspendewesen neue, unerwartete Pro-
bleme aufwirft (Stramer et al., 2010).
Weltweit hat nur 1% der 370 Millionen
HBV-Trager Subgenotyp A2, die meisten

Blutspendern.

haben Genotyp B, C und D. Es ldge daher
nahe zu prifen, ob mit Impfstoffen, die
von den haufigeren Genotypen abgeleitet
sind, ein besserer Schutz erzielbar ist.

Escape-Mutanten nach Impfung. Ein
weiteres Problem ist das Auftreten von
Escape-Mutationen. Die erste Mutation
dieser Art, die 1990 von William Carman
bei geimpften, Anti-HBs-positiven Klein-
kindern HBV-infizierter Miitter gefunden
wurde, war der Austausch der Aminosaure
Glycin in Position 145 des SHBs-Proteins
gegen Arginin (kurz: G145R). Durch die
Mutation konnte der vom Impfstoff indu-
zierte Antikorper nicht mehr an das mu-
tierte Virus binden, sodass die Mutante
sich ungehemmt vermehren konnte. Fol-
geuntersuchungen an geimpften Schim-
pansen legten nahe, dass diese Mutante
kein Problem darstellt, wenn die Infektion
erst nach erfolgreicher Impfung stattfin-
det. Bei der oben erwdhnten Studie an

* der Impfstoff ist von Genotyp A2 abgeleitet.

Tab. 2: HBV-Genotypen in ungeimpften und geimpften®, aber
nicht vollstandig geschiitzten okkult mit HBV infizierten US-

US-Blutspendern wurde jedoch auch ein
Fall beobachtet, wo selektiv die G145R-
Mutante, und nicht die bei dem infizierten
Sexualpartner vorherrschende Normvari-
ante des Genotyps C auf den geimpften
Spender (ibertragen wurde. Inzwischen
sind viele weitere Escape-Mutanten des
HBsAg beschrieben worden (s.u.) und zwar
nicht nur bei Probanden, die mutmaBlich
bereits vor Impfung infiziert waren.

Einfluss der HBV-Therapie. HBsAg-Mu-
tanten entstehen gehauft bei Patienten
mit chronischer Hepatitis B, die mit Inhi-
bitoren der reversen Transkriptase des HBV
therapiert werden. HBV zeigt auf Grund
seines extrem kleinen Genoms die Beson-
derheit, dass der Genom-Abschnitt, der
die reverse Transkriptase kodiert, gleich-
zeitig auch das HBsAg kodiert. Ungliickli-
cherweise werden wahrend der Therapie
oft resistente Mutanten gegen das Medi-
kament selektiert, die nicht nur zum Ver-
sagen der Therapie fiihren, sondern auch
Mutationen im HBsAg aufweisen. Experi-
mentell wurde kirzlich gezeigt, dass er-
folgreich mit dem (iblichen Impfstoff
geimpfte Schimpansen nicht sicher vor
einer Infektion mit diesen speziellen Virus-
Varianten geschiitzt waren. Diese Mutan-
ten sind gut vermehrungsfahig und
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Abb. 5: Entstehung und klinische Bedeutung der okkulten

HBV-Infektion

kdnnten sich daher auch in einer Popula-
tion mit hohem Impfschutz, wie z.B. in
Deutschland, verbreiten.

Mutanten bei okkulter HBV-Infektion.
Seit 1975 ist bekannt, dass auch nach
Ausheilen einer HBV-Infektion das Virus
nicht vollig verschwindet, sondern in ver-
steckter (okkulter) Form in der Leber ver-
bleiben kann. Dort wird es vom Immunsys-
tem weitgehend, aber nicht vollig an der
Vermehrung gehindert. Aufgrund der kon-
tinuierlichen Selektion durch das Immun-
system sind die okkulten HBV-Varianten
meist stark mutiert ohne dabei ihre Viru-
lenz zu verlieren (Abb. 4). Bei sonst gesun-
den Personen ist aber die Vermehrung so
minimal, dass das HBV im Serum selbst mit
hochstempfindlichen Methoden der NAT
nur selten (<1% der Anti-HBc Positiven)
nachweisbar ist. Im Falle einer noch er-
kennbaren Positivitdt der HBV DNA ist mit
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holt sich jedoch das Im-
munsystem, samt seinen
noch bestehenden immu-
nologischen Gedachtniszellen gegen HBV,
kann es innerhalb von Tagen zur massiven
Immunpathogenese und zum Leberversa-
gen kommen (Abb. 5). Bislang glaubte
man, dass hauptsachlich die zelluldre Im-
munitat die okkulte HBV-Infektion kon-
trolliert, aber neuere Beobachtungen zei-
gen, dass die neutralisierenden Anti-HBs-
Antikorper mindestens so wichtig sind. Die
Reaktivierungen findet man namlich am
haufigsten bei selektiver Beseitigung der
Antikorper-bildenden B-Lymphozyten, z.B.
durch den mono-klonalen Anti-CD20-An-
tikdrper Rituximab. Hierbei werden Es-
cape-Mutanten gefunden, die bis zu 22
Mutationen im HBsAg aufweisen und
durch keinen HBsAg-Test mehr erkannt
werden kénnen (Abb. 6, Gerlich et al.,
2010). Es ist unwahrscheinlich, dass der
herkdmmliche Impfstoff gegen solche
Mutanten schiitzt, wenn schon eine Mu-

Escape-Mutanten  bei

tation ausreicht, um den Schutz zu verrin-
gern.

HBV-Infektion bei HIV-Koinfektion.
Wahrend die Falle von HBV-Reaktivierung
infolge einer Immunsuppression in Europa
und Nordamerika eher selten und liber-
wiegend Therapie-bedingt sind, ist in afri-
kanischen Landern eine Immunschwéache
viel hdufiger und hauptsachlich durch In-
fektion mit dem humanen Immundefizi-
enz-Virus (HIV) bedingt. Die HIV-Infektion
flihrt unbehandelt fast immer zu einer
tédlich endenden Immundefizienz. Fata-
lerweise sind insbesondere in Afrika (je
nach Region) etwa 15 bis 90% aller HIV-
Infizierten gleichzeitig mit HBV infiziert,
und viele dieser Patienten haben eine ok-
kulte Form der Hepatitis B. Meistens er-
folgt in Afrika die Infektion mit HBV schon
in der Kindheit (aber vorwiegend erst nach
dem 2. Lebensjahr) und resultiert in einem
inapparenten Verlauf ohne HBsAg-Persi-
stenz. In dieser Phase entstehen mutmaB-
lich intrahepatisch Escape-Mutanten ohne
dass es zu einer signifikanten Viramie oder
Hepatitis kommt. Wenn nun im Adoles-
zentenalter HIV hinzu kommt, sind mit
zunehmender Immundefizienz die Voraus-
setzungen fir eine Reaktivierung unter
haufiger Beteiligung von HBV-Escape-
Mutanten gegeben. Die Schutzwirkung
des gegenwartigen Impfstoffs gegen sol-
che Varianten muss in Subsahara-Afrika
aufmerksam verfolgt werden, da die dort
vorherrschenden Genotypen A1-A7 (auBer
A2) und E dem Impfgenotyp A2 nur wenig
dhnlich sind und so das Escape-Problem
verscharfen.

Ziel einer kiirzlich begonnenen afrika-
nisch-deutschen Studie ist es, das Ge-
fahrdungspotential durch HBV-Mutanten
bei okkulter und reaktivierter Hepatitis B
zu untersuchen. Die wahrend der Studie
bei afrikanischen HIV-koinfizierten Pati-
enten isolierten Virusstimme sollen am
Institut flir Medizinische Virologie der JLU
GieBen (Leiter: Prof. Dr. John Ziebuhr) mo-
lekular- und zellbiologisch charakterisiert
werden, um so Riickschliisse auf das Auf-
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treten von impfungsresistenten Mutanten
zu erhalten. Die dabei gewonnenen Er-
kenntnisse sollten zu gezielten Verbesse-
rungen des derzeitig verfligbaren HBV-
Impfstoffs speziell im Hinblick auf Afrika
beitragen.

Koordiniert wird die von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) geférderte
dreijahrige Studie von Glebe und Gerlich
am Institut fir Medizinische Virologie der
Justus-Liebig-Universitit GieBen. Auf siid-
afrikanischer Seite wird die Studie geleitet

alleles

Abb. 6: HBV-Escape-Mutante bei einem
Lymphom-Patienten. Modell der HBs-
Antigenschleife im kleinen HBV Hiillprotein
(HBsAg) von Aminoséure (AS) 98 bis 161.
Jeder Kreis entspricht einer Aminosdure mit
der Bezeichnung im Einbuchstaben-Code.
Dunkelblaue Kreise entsprechen streng
konservierten AS, rote sind mit HBV- Geno-
typunterschieden verbunden, hellblaue sind
variabel. (Nach Schaefer et al. in Doerr &
Gerlich: Medizinische Virologie, Thieme 2010,
S. 356.) Die Rechtecke geben die Mutationen
bei einem Fall von HBV-Reaktivierung mit
schwerer akuter Hepatitis (ALT 2000 1U/L)
nach Uberstehen einer Lymphom-Therapie
wieder. Die Viruslast war hoch (64.000
Virus-DNA-Molekiile/mL), jedoch war HBsAg
mit keinem verfiigbaren Test nachweisbar.
Vor Therapie hatte der Patient Anti-HBs

und Anti-HBc. Gelbe Rechtecke bewirken
eine Anderung des HBsAg-Subtyps. Alle

10 sequenzierten Klone hatten die gleiche

Sequenz.

von der Virologin Anna Kramvis von der
University of Witwatersrand in Johannes-
burg. Der Hepatologe Hatim Mudawi vom
Institut fiir Innere Medizin der Universitat
Khartum in Sudan leitet den sudane-
sischen Arm der Studie.

Dieses Projekt ist eines von 25 ausgewdhl-
ten Projekten der ,Afrika-Initiative" der
DFG, mit dem Ziel, die wissenschaftliche
Kooperation afrikanischer und deutscher
Wissenschaftler im Bereich der Infektions-
forschung, insbesondere zu vernachlassi-
gten Krankheiten, zu vertiefen. Ein
Hauptanliegen ist auch, die wissenschaft-
liche Infrastruktur und Forschungskapazi-
taten in den afrikanischen Partnerldandern
nachhaltig zu starken.

WEITERENTWICKLUNG DES
HBV-IMPFSTOFFS

Schon lange vor den neuen, besorgniser-
regenden Beobachtungen zu Liicken im
Impfschutz gegen Hepatitis B war be-
kannt, dass die Impfstoffe der 2. Genera-
tion nicht dem Kenntnistand nach 1980
tber HBV entsprechen. Insbesondere durch
die Arbeiten von Klaus-Hinrich Heermann
und Gerlich am Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie der Universitdt Gottingen

wurde deutlich,

schiedliche Verlangerungen, die soge-
nannten PraS-Domanen, auf (Abb. 7). Dass
die PraS-Domaénen schiitzende Antikdrper
gegen eine HBV-Infektion induzieren kon-
nen, zeigten Impfversuche von Alfred
Neurath (New York Blood Center) mit che-
misch synthetisierten PraS-Peptiden schon
Ende der 1980er Jahre an Schimpansen.
Als alleiniger Impfstoff sind diese Peptide
ungeeignet, da sie zu teuer und wenig im-
munogen sind. Die naheliegende Einbezie-
hung aller drei HBV Oberflachenproteine
in den bereits bestehenden Hefe-Impfstoff
gelang wegen vielfaltiger Schwierigkeiten
nicht in zufriedenstellender Weise. Erfolg-
reicher war die Produktion in Saugerzell-
Linien durch eine Reihe kleinerer Firmen.
Die zunédchst in geringer Menge herge-
stellten PraS-Impfstoffe der 3. Generation
zeigten sich in vielen Studien gegeniiber
den HBV-Impfstoffen der 2. Generation in
der Antikorperbildung tiberlegen. Bislang
haben jedoch die groBen Impfstoffherstel-
ler aus diesen positiven Entwicklungen
keine Konsequenzen gezogen.

Ein mdglicherweise noch attraktiveres
Konzept ist die Verwendung hoch immu-
nogener kiinstlicher Tragerpartikel, z.B. der

Core-Partikel von HBV, in die gentechnisch >

dass das kleine
(small) Oberfla-
chenprotein des
HBV (SHBs),
welches das HBsAg
bildet, nur eines
von drei Oberfla-
chenproteinen des
HBV ist. Das soge-

nannte mittlere

I Variable Lange

(MHBs) und das
groBe (large) Ober-
flachenprotein
(LHBs) enthalten
neben dem Gen-
Abschnitt des klei-
nen Hillproteins
(SHBs) zusatzlich

jeweils  unter-

Abb. 7: Aufbau und Bestandteile der HBV- und der subviralen HBsAg-
Partikel. Die Virushiille enthalt neben dem kleinen (small, S) SHBs-
Protein als Hauptkomponente auch mittelgroBe MHBs- und groBes
(large, L) LHBs-Protein, welche sich vom SHBs durch die zusatzlichen
PreS1, bzw. PreS2-Domanen unterscheiden. Ein Teil der PreS-Doma-
nen weist nach innen. Die PreS-Doméanen werden bei der Negativkon-
trastierung im Elektronenmikroskop nicht abgebildet, sodass der tat-
sachliche Durchmesser der Viruspartikel nicht 42-45 nm wie in Abb. 3

sondern eher 52 nm betrdgt.

Hepatitis&more 2/2010

35



____JHenatitis.

36

die PraS-Antigene an exponierter Stelle
eingesetzt wurden (Bremer et al., 2010).

EXPERIMENTELLE NACHWEISSYSTEME

Der eigentliche Schutzmechanismus durch
die Impfung lag lange Zeit im Dunkeln. Dies
lag daran, dass es kein einfach verfiigbares
Zellkultursystem gab, an dem der Infekti-
onsvorgang des HBV im Labor untersucht
werden konnte. Es gab auch kein einfaches,
kleines Tiermodell (z.B. Labor-M3use, Rat-
ten), da das HBV nur den Menschen und
einige wenige Primaten, wie z.B. den
Schimpansen infiziert. Die einzige Mdglich-
keit bestand in der Verwendung von pri-
maren Leberzellkulturen aus frischem
menschlichem Lebergewebe, das nach not-
wenigen Leberoperationen mit Einwilligung
der Patienten chirurgisch erhalten werden
konnte. Diese Kulturen sind naturgemaB
schwierig zu erhalten und ergaben oft
wechselnde Ergebnisse. Eine Losung des
Problems ergab sich, als chinesische For-
scher entdeckten, dass sich die in China be-
heimateten ,Stidost-Asiatischen Spitzhrn-
chen" (Tupaia belangeri, Ordnung Scanden-
tia) mit menschlichem HBV infizieren
lieBen. Die Infektion dieser Tiere, die evolu-
tiondr als eine Vorstufe der Primaten be-
trachtet werden kdnnen, war jedoch sehr
ineffizient. Weiterfiihrende Studien von
Joseph Kock und Kollegen (Freiburg)
zeigten, dass sich frisch isolierte primare
Leberzell-Kulturen aus diesen Tieren er-
staunlich gut mit HBV infizieren lassen.
Diese Befunde konnten rasch von Glebe
aufgenommen werden, da an der Universi-
tat GieBen bereits eine kleine Tupaiazucht
vorhanden war, die friiher fiir die Stressfor-
schung verwendet wurde. Mit Hilfe dieser
Leberzellkulturen gelang es Glebe in den
letzten Jahren, wesentliche virale und zel-
luldre Strukturen zu identifizieren, die fiir
die Bindung und Aufnahme des HBV ver-
antwortlich sind (Glebe et al., 2003, Leistner
et al., 2008, Bremer et al., 2009). Insbeson-
dere konnte Glebe zusammen mit seinem
Heidelberger Kollegen Stephan Urban zei-
gen, dass ein Abschnitt der PraS1-Doméne
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auf der HBV-Oberflache fiir die erste Kon-
taktaufnahme des Virus mit seiner Zielzelle
wesentlich ist (Glebe et al., 2005). Die Be-
deutung dieses international anerkannten
HBV-Infektionssystems geht weit tiber die
Grundlagenforschung hinaus und erlaubt
neben der Charakterisierung von HBV-
Impfdurchbriichen ebenso die Testung und
Validierung von Desinfektionsmitteln und
Inaktivierungsverfahren fiir HBV und die
Entwicklung neuartiger antiviraler Medika-
mente fiir eine Verbesserung der Therapie
von chronisch HBV-infizierten Patienten.

Mit Hilfe dieser Befunde ist es den GieBe-
ner Virologen Bremer und Glebe gelungen,
Komponenten des LHBs fiir einen zukiinf-
tigen HBV-Impfstoff der 4. Generation zu
identifizieren, die auch gegen HBsAg-Es-
cape-Mutanten schiitzen sollten und im
Tierversuch Antikorper mit sehr hoher
Schutzwirkung erzeugten (Bremer et al.,
2010). Des Weiteren wurde in Zusammen-
arbeit mit Paul Pumpens, Riga und Henrik
Garoff, Karolinska-Institut, festgestellt,
dass das in Hefe produzierte HBsAg nicht
alle Schutz-erzeugenden Strukturen (neu-
tralisierende Epitope) enthilt, die natiir-
liches oder in Sdugerzellen mittels eines
viralen Vektors produziertes HBsAg auf-
weist. Fatalerweise scheinen den Hefe-Anti-
genen vorwiegend die Epitope zu fehlen,
die einen Genotyp-libergreifenden Schutz
bewirken (Niedre-Otomere et al., 2010).
Dies konnte auch die oben erwidhnte
schwichere Wirkung des Normalimpfstoffs
gegen die anderen HBV-Genotypen erklaren.

IMPFSTUDIE IN PALASTINA UND ISRAEL

Die Bedeutung eines optimal wirksamen
HBV-Impfstoffs ist besonders vor dem
Hintergrund eines hohen Prozentsatzes an
chronisch-infizierten Patienten wesent-
lich. Wahrend in Deutschland nur 0,5%
der Bevolkerung chronisch mit HBV infi-
ziert sind, liegt in Paldstina die Haufigkeit
bei 8%. HBV wird vor allem wahrend der
Geburt von der infizierten Mutter auf ihr
Neugeborenes ubertragen, das dann fast
immer auch eine chronische Infektion

entwickelt und ein sehr hohes Risiko hat,
im mittleren Lebensalter an Leberversagen
oder Leberkrebs zu versterben. Die mo-
mentan verfiigbaren HBV-Impfstoffe der
2. Generation versagen jedoch in Palastina
bei bis zu 25% der Neugeborenen von in-
fizierten Miittern. In einer vor kurzem von
Glebe und Gerlich begonnenen Studie
wird daher im direkten Vergleich mit dem
Impfstoff der 2. Generation bei der Halfte
der Neugeborenen ein in Israel und Pala-
stina zugelassener Impfstoff der 3. Gene-
ration verwendet, der Antikdrper gegen
alle drei HBV Oberflachenproteine erzeugt
und bei Kleinkindern eine erwiesenerma-
Ben sehr gute Schutzwirkung gezeigt hat.
Hierdurch besteht erstmals die Mdglich-
keit die mutmaBliche Uberlegenheit der 3.
Generation nicht nur durch die Anti-HBs-
Spiegel sondern durch die Schutzrate im
Feld zu beweisen. Auf paldstinensischer
Seite wird die Studie von Maysa Azzeh an
der Al-Quds Universitat, Ost-Jerusalem-
Abu Dies, geleitet und in sechs Geburts-
zentren in der Westbank durchgefiihrt.
Rifaat Safadi (Hadassah Universitat, Jeru-
salem) leitet den israelischen Arm der Stu-
die in vier Geburtszentren in Jerusalem
und Nazareth. Finanziert wird die Studie
von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (DFG) im Rahmen der ,Trilateralen
Projekte”, die laut DFG unter Beteiligung
von deutschen, israelischen und palasti-
nensischen Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftlern auch der Unterstiitzung
einer friedlichen Entwicklung im Nahen
Osten dienen sollen.

Schlussbemerkung. Niemanden sollten die
kritischen Anmerkungen dieses Beitrags
davon abhalten, die Hepatitis B Impfung
mit den bisherigen Impfstoffen zu empfeh-
len bzw. sich selbst impfen zu lassen, so
lange keine erprobten besseren Alternativen
verfligbar sind. Um auf lange Sicht HBV
weltweit quasi auszurotten, werden jedoch

wirksamere Impfstoffe nétig sein. L]
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