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Isolierung eines funktionellen Rezeptors
fur Hepatitis B und Hepatitis D

Die zuféllige Entdeckung des Hepatitis B-Virus liegt mittlerweile Gber 45 Jahre zurlick, doch bis heute gibt es kein In
Vitro-Modell, das den viralen Replikationszyklus abbildet. Mit der Identifikation eines Entry-Rezeptors ist man diesem
Ziel einen Schritt ndher gekommen und hat mdéglicherweise auch einen neuen Therapieansatz gefunden.

Der Replikationszyklus des kompletten
Hepatitis B-Virus (HBV) konnte in den
letzten Jahrzehnten zum grof3en Teil ent-
schliisselt werden. Es fehlte jedoch bis
vor kurzem noch ein entscheidender
Baustein fiir die Komplettierung der Re-
zeptor-vermittelte Endozytose, den Ein-
tritt von infektiosen Virionen in den
Hepatozyten. Mit den 2012 und 2013
erschienen Arbeiten einer chinesischen
Arbeitsgruppe der National Institutes of
Biological Sciences in Peking mit Identi-
fizierung eines Rezeptors scheint nun
dieser Baustein gefunden worden zu
sein 2,

INFEKTIONSMODELLE

Hepatitis B Viren konnen nach DNA-
Transfektion in verschiedenen Hepato-
ma-Zelllinien exprimiert werden, aber in
vivo sind lediglich primire humane He-
patozyten, Tupaia-Hepatozyten und eine
Leberprogenitorzelllinie, die HepaRG

Abbildung 1: Tupaia belangeri

Zellen, infizierbar (Abb. 1 und 2) (Re-
view in 3). Die Wirtsfaktoren, die an den
ersten Schritten der Infektion beteiligt
sind, sind allerdings trotz der groflen
Fortschritte in der molekularen Charak-
terisierung der HBV-Replikation und der
viralen Morphogenese immer noch weit-
gehend unverstanden. So konnten bis-
lang keine aussagefdhigen und robusten
In Vitro-Modelle etabliert werden, die
den kompletten viralen Replikationszyk-
lus aufzeigen.

Mit dem humanen HBV verwandte He-
padnaviren (hepatotrope DNA-Viren)
von Woodchuck und Ente konnten zwar
als Interaktionsmodelle fiir Virus-Wirt-
interaktionen genutzt werden, da sie ei-
nige funktionelle und strukturelle Ahn-
lichkeiten mit dem humanen Hepatitis
B-Virus
Daten suggerieren, dass entscheidende
Schritte des Zelleintritts differieren.
Auch zelluldre Rezeptoren fiir das Enten-

aufweisen, aber funktionelle

Abbildung 2a: HepG2 Zellen infiziert mit Hepatitis
B Viren

modell konnten fir HBV nicht nachvoll-
zogen werden (Review in 4). Warum
blieb der Rezeptor fiir Hepatitis B und
Hepatitis D so lange unbekannt? Sicher-
lich spielten hier die hohe virale Spezi-
es-Spezifitat sowie der ausgeprégte Le-
bertropismus von HBV eine entscheiden-
de Rolle.

EINTRITT IN DIE ZELLE

Es ist seit lingerem bekannt, dass die
praS1-Domine des grofien (L) HBs-An-
tigens eine essentielle Rolle fiir den Vi-
ruseintritt spielt. Interessanterweise
konnte ein Peptid vom praS1-Protein die
HBV-Infektion in humanen Hepatozyten
und chimaren uPA/SCID-Miusen inhi-
bieren>°. Auch HDV nutzt die HBV-
Hiillmembran iiber vermutlich dhnliche
Eintrittswege. In den letzten Jahren sind
mehrere Arbeiten erschienen, die vermu-
ten lassen, dass die HBV-Bindung an
Hepatozyten iiber Proteoglykane des

Abbildung 2b: Huh/ Zellen infiziert mit Hepatitis D
Viren
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Heparanssulfats vermittelt wird 8. Ver-
schiedene Oberflachenproteine sind in
der Vergangenheit als mogliche Interak-
tionspartner fiir das HBV S-Protein be-
schrieben worden, ohne dass sich daraus
ein einziger essentieller Faktor nachwei-
sen lief3 4.

CHINESISCHE ARBEITSGRUPPE

Eine kiirzlich erschienene Arbeit aus den
National Institutes of Biological Sciences
in Peking, China, durch Yan und Zhong
und Kollegen® konnte einen neuen Re-
zeptor fiir Hepatitis B und Hepatitis D
beschreiben und charakterisieren. Basie-
rend auf fritheren Studien der Arbeits-
gruppe von Urban et al® konnten die
Pekinger mit Hilfe von ,,Photo Cross
Linking Assays” und durch die Nutzung
synthetischer prdS1-Peptide zuerst in
Tupaia-Hepatozyten und dann in huma-
nen Hepatozyten mogliche am Entry
beteiligte Faktoren untersuchen. Mas-
senspektrometrische Untersuchungen
wurden mit einer Tupaia-Protein-Daten-
basis, die per ,,Deep Sequencing® des
Tupaia-Transkriptoms erarbeitet wurde,
verglichen. So gelang es den Autoren der
Studie, Sodium Taurocholate Cotrans-
porting-Polypeptide oder NTCP (bereits
bekannt unter dem Kiirzel SLC10A1) als
ein Hepatozyten-Oberfldchenmolekiil zu
identifizieren, das mit einer Doméine von
praSl1 innerhalb des L-Proteins bindet.

NTCP ALS REZEPTOR

NTCP stellt einen bekannten Gallensdu-
rentransporter dar, der in der sinusoida-
len (basolateralen) Hepatozytenmem-
bran lokalisiert ist (Abb. 3). Die Fahigkeit
von NTCP zur Bindung an HBV-praS1
konnte zunéchst durch Untersuchungen
an NTCP-transfizierten 293T-Zellen
bestdtigt werden. Weiterhin konnte
durch Silencing der NTCP-Expression in
primédren Tupaia-Hepatozyten, He-
paRG-Zellen oder auch in priméaren hu-
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Abbildung 3: Die Rolle von NTCP im Replikationszyklus von HBV.

Das Hepatitis B-Virus enthalt DNA und Polymerase in einem viralen Kapsid des Core-Pro-
teins. Diese zentrale Region ist umgeben von einem Envelope-Protein, das ein groBes (L),
mittleres (M), und kleines (S) Envelope-Protein enthélt (oben rechts, M und S nicht ge-
zeigt). Das Virus bindet an einen Rezeptor an der Oberflache von Hepatozyten mit Hilfe der
praS1-Doméne des L-Proteins. Yan und Zhong und Kollegen konnten nun zeigen, dass ein
Protein mit Namen NTCP einen funktionellen Rezeptor flir HBV und HDV darstellt. Nach
Eintritt des Virus in die Zelle wird die DNA auf noch wenig bekannte Art in den Nukleus
von Hepatozyten transportiert, wo diese DNA in eine covalently closed circular (ccc) DNA
konvertiert wird. Diese DNA stellt dann die Matrize zur Produktion genomischer und sub-
genomischer RNA dar, die wiederum fiir die drei Envelope-Proteine kodiert. Diese Proteine
werden im endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert, wie auch die pragenomische
RNA, die fur Coreprotein und Polymerase kodiert. Der Komplex von pragenmischer RNA
und Polymerase bildet zusammen mit dem Coreprotein das virale Kapsid, die Polyme-
rase konvertiert die pragenomische RNA in virale genomische DNA, bevor das Kapsid,

mit viralen Envelopeproteinen versehen, aus dem Hepatozyten ausgeschleust wird.

manen Hepatozyten eine ausgeprigte
Reduktion der HBV- oder HDV-Infekti-
on beobachtet werden. Die NTCP-Ex-
pression in nichtpermissiven HepG2-Zel-
len oder HuH7-Hepatomazellen wieder-
um machte diese Zellen erstmalig
permissiv fiir HBV- und HDV-Infektio-
nen. Schliefllich kombinierte die Gruppe
phylogenetische Analysen mit Mutage-
nesestudien, um eine mutmafiliche Rolle

einer bestimmten Aminosauregruppe
des NTCPs (aal57-165) fiir die virale
Infektion aufzuzeigen. So konnte der
Ersatz dieser neun Aminosduren von
Affen-NTCP durch das humane Homo-
log dann auch Affen-Hepatozyten per-
missiv fiir HBV und HDV machen, die
zuvor nicht permissiv waren.

Zelluldre Rezeptorproteine konnen auf
verschiedene Weisen (Attachment,
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Post-Binding Transport und Fusion) den
viralen Eintritt vermitteln. Die NT-
CP-Expression wird durch bekannte Sig-
nalwege wie den Glukokorticoidrezeptor,
den retinoic acid receptor und hepatische
nukledre Transkriptionsfaktoren HNF1a,
HNF4a, und HNF3b reguliert °.

OFFENE FRAGEN

Bislang konnten mit der Isolierung von
NTCP noch nicht alle Fragen zur Inter-
nalisation von HBV und HDV von den
Autoren beantwortet werden. So zeigte
sich, dass Silencing von NTCP nicht zu
einer kompletten Ablation einer HBV-In-
fektion fithrte und die HBV-Replikation
in HepG2-NTCP-Zellen nur von relativ
niedriger Auspragung war, so dass ver-
mutet werden darf, dass neben NTCP
noch weitere Faktoren eine Rolle spielen
konnten (persénliche Mitteilung Dr.
Charles Rice, MolBio HBV Meeting
Shanghai, Oktober 2013). Allerdings
konnte die chinesische Gruppe mit Hilfe
weiterer analoger Experimente in Woolly
Monkey-Hepatozyten, einem weiteren
verwandten Primatenvirus des humanen
HBY, kiirzlich zeigen?, dass NTCP und
seine Orthologa vermutlich fiir alle be-

kannten Hepadanviren von Primaten als
der entscheidende Rezeptor agiert. Ein
noch ausstehendes Experiment miisste
allerdings auch noch zeigen, dass durch
neutralisierende Antikorper gegen NTCP
eine Infektion mit HBV und HDV in
vivo, z.B. in Schimpansen, verhindert
werden konnte.

AUSBLICK

Aktuelle Therapieregime gegen die chro-
nische Hepatitis B sind durch den oralen
Einsatz hochpotenter Polymerasehem-
mer wie Tenofovir und Entecavir relativ
einfach und sehr sicher geworden, stellen
aber zumeist Dauertherapien mit Adha-
renznotwendigkeit und bislang noch
nicht abschitzbaren Langzeitfolgen dar.
Pegyliertes Interferon kann in einer klei-
nen Anzahl gut definierter Patienten bei
etwa einem Drittel der Behandelten zu
einem HBsAg-Verlust fithren, hat aber
durch parenterale Verabreichung und
Nebenwirkungen in der Therapie nach-
rangigen Charakter. Diese Therapien
ermoglichen eine Kontrolle der Virus-
replikation und auch eine histologische
Verbesserung im Langzeitverlauf. Eine
Eradikation des Hepatitis B- bzw. Hepa-

titis D-Virus - dhnlich der Eradikation
des Hepatitis C-Virus - ist jedoch nicht
erreichbar. Durch die Isolierung von
NTCP und seine Charakterisierung als
vermutlich entscheidender Rezeptor fiir
HBV und HDV wird es nunmehr mog-
lich werden, NTCP oder seine regulie-
renden Faktoren als mogliches antivirales
Ziel zu untersuchen.

FAZIT

Die Arbeiten von Yan und Zhong et al 12
liefern einen entscheidenden Schritt vor-
wirts in unserem Verstdndnis des Ein-
tritts infektioser HBV-Partikel in Hepa-
tozyten und erlauben die Suche nach
antiviralen Substanzen mit neuem Wirk-
mechanismus, die sich dann vermutlich
mit den bisherigen Polymerasehemmern
und immunmodulatorischen Agentien
kombinieren lassen.
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