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Hepatitis B-Heilung: Immunologische
Kontrolle oder Eradikation?

Eine Schliisselrolle bei den Uberlequngen zur Elimination des Hepatitis B Virus spielt
der hepatozelluldre Zelltod. Die Elimination HBV-infizierter Hepatozyten erscheint
notwendig nicht allein um die Anzahl der infizierten Leberzellen zu reduzieren, son-
dern auch um die Proliferation benachbarter Hepatozyten zu férdern, die dann durch
Zellteilung ihre cccDNA verlieren bzw. vermindern kénnen.

Fiir die Therapie der chronischen Hepatitis
B sind aktuell in Deutschland fiinf Sub-
stanzen zugelassen: Interferon-alpha, pe-
gyliertes Interferon alpha 2a, Lamivudin,
Adefovir und Entecavir. Die subkutan ver-
abreichten Interferone kdnnen bei etwa
einem Drittel der behandelten Patienten
zu einer langfristigen Viruskontrolle ohne
echte Viruseradikation fiihren. Sie sind je-
doch im Vergleich zu den oralen Nukle-
os(t)idanaloga (NA) nebenwirkungsreicher.
NA unterdriicken die Virusreplikation zu-
nichst effektiv und fiihren zu histolo-
gischer Verbesserung. Ungeldste Probleme
stellen jedoch die hohe Rate an Riickféllen
(Relapse) nach Absetzen der antiviralen
Therapie und die Entwicklung von resis-
tenten Virusvarianten dar. Die Wirksamkeit
aller verfligbaren Therapieoptionen wird
von viralen und klinischen Parametern be-
einflusst, die bei der zukiinftigen Auswahl
der antiviralen Therapeutika individuell
starker beriicksichtigt werden sollten. Ein
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Abb. 1: Replikationszyklus Hepatitis B - cccDNA
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Pragenomische

zentraler Aspekt in der zukiinftigen Aus-
richtung von Studien ist die Frage, ob eine
virale Eradikation in der Zukunft mdoglich
sein wird und ndtig sein wird.

HEILUNG BEI CHRONISCHER HEPATITIS C

Bei der Therapie der chronischen Hepatitis
C hatssich in den letzten Jahren nachdriick-
lich gezeigt, dass die sogenannte ,SVR" (su-
stained viral response), also die Abwesenheit
von HCV-RNA sechs Monate nach Beendi-
gung einer antiviralen Therapie mit pegy-
liertem Interferon alpha und Ribavirin, in
lber 95% einer langfristigen Heilung der
Patienten von der chronischen Hepatitis C
entspricht. Hepatitis C Viren replizieren al-
lerdings im Unterschied zu Hepatitis B Viren
auch nur im Zytoplasma infizierter Hepato-
zyten. Allerdings gibt es nach liberstandener
Infektion mit Hepatitis C keinen Schutz vor
Reinfektion, da es nicht zur Ausbildung
neutralisierender Antikorper gegen das He-
patitis C Virus kommt.

ROLLE DER cccDNA

Fiir die Hepatitis B Virusinfek-
tion gilt bislang, dass der kom-
plexe Replikationszyklus des
DNA-Virus mit Bildung einer
hocheffizienten Matrize im
Zellkern infizierter Hepato-
zyten (die sogenannte cova-
lently closed circular DNA oder
cceDNA) und die effiziente Re-
infektionsmdglichkeit von vi-
rusfreien Hepatozyten (intra-

envelopes

hepatischer ,viral spread”) ver-

antwortlich sind fiir eine langjdhrige
Persistenz funktionsfahiger Virusformen in
der Leber. Weiterhin besitzen Hepatozyten
eine lange Halbwertzeit und teilen sich nur
unwesentlich. Antivirale Therapien chro-
nisch HBV-infizierter Individuen stehen
also vor dem Problem der Eliminierung
nicht nur replikativer Formen viraler DNA
im Zytoplasma infizierter Hepatozyten,
sondern auch der cccDNA im Nukleus. Da
cccDNA sich jedoch dblicherweise nicht
semikonservativ repliziert, ist es bislang
kein direktes Ziel antiviraler Therapie und
bereits gebildete cccDNA im Nukleus wird
nicht direkt attackiert. Weiterhin ist die
Halbwertzeit, intrinsische Stabilitat, und
Regulation von HBV und anderer Sduger
- cccDNA nur rudimentar bekannt. Selbst
nach immunologischer Kontrolle der Er-
krankung mit Ausbildung von AntiHBe-
Antikdrpern oder sogar nach Bildung von
neutralisierenden AntiHBs-Antikdrpern,
die in der Regel vor einer Neuinfektion
schiitzen, kommt es nicht zur Eradikation
von HBV.

OKKULTE HEPATITIS B

Der Verlust des HBs Antigens unter antivi-
raler Therapie bedeutet in der Regel eine
klinische Ausheilung der HBV-Erkrankung,
die in etwa 1% der Fille pro Jahr auch
spontan erfolgen kann. Die Persistenz von
HBV Genomen in HBsAg-negativen Indivi-
duen wird hingegen okkulte HBV Infektion
genannt’. Ein okkulter HBV-Status ist in
einigen Fallen mit dem Vorhandensein mu-
tierter HBV Virione assoziiert, die mit den
Ublichen HBsAg Assays nicht detektiert
werden konnen, in der Mehrheit der Falle
aber mit einer starken Suppression der vi-
ralen Replikation und Genexpression ver-
bunden. Die verfiigbaren Daten zur Prava-
lenz einer okkulten Infektion sind zum Teil
sehr widerspriichlich, vermutlich aufgrund
sehr unterschiedlicher Sensitivitat und
Spezifitdt der verwendeten Methoden in
den verschiedenen Detektionsstudien. Eine
okkulte HBV Infektion kann in mehrerer
Hinsicht Einfluss auf die Erkrankung neh-



men, einschlieBlich der Ubertragung der
HBV Infektion durch Bluttransfusionen
und Organtransplantation und durch die
Reaktivierung einer chronischen HBV In-
fektion mit Reserokonversion zu erneutem
HBs-Antigennachweis unter Immunsup-
pression. Weiterhin mehren sich die Evi-
denzen in den letzten Jahren, dass eine
okkulte Infektion mit der Progression einer
Leberfibrose und der Entwicklung von He-
patozelluldren Karzinomen assoziiert ist?.
Die okkulte HBV Infektion ist als Phano-
men vor allem assoziiert mit der intrahe-
patischen Persistenz von HBV cccDNA und
einer starken Suppression der viralen Re-
plikation und Genexpression.

REPLIKATIONSZYKLUS

Der Replikationszyklus des Hepatitis B
Virus (Abb. 1) beginnt mit der Aufhahme
des Virus in die Hepatozyten, wobei der
oder die beteiligten zelluldren Rezeptoren
bislang nicht eindeutig identifiziert wer-
den konnten. Weiterhin ist nur wenig be-
kannt, wie das virale Genom aus seiner
Virushiille freigesetzt wird und in den Zell-
kern gelangt. Im Zellkern angelangt, wird
das partiell doppelstrangige virale Genom
zu einem vollstandig geschlossenen zirku-
laren Strang DNA-Strang (covalently clo-
sed circular DNA, kurz cccDNA) vervoll-
standigt. Die cccDNA wird anschlieBend
mit Histon- und Nichthistonproteinen zu
einem HBV-Minichromosom im Kern der
Hepatozyten verpackt und dient dort,
nicht integriert, als Vorlage oder Matrize
fir die Transkription der prdgenomischen
RNA und HBV-messenger RNAs. Die sich
anschlieBenden Replikationsschritte des
HBV Virus erfolgen im Zytoplasma nach
einem durch die virale Reverse Transkrip-
tase katalysierten Zwischenschritt, wes-
halb HBV funktionell auch eher einem Pa-
raretrovirus gleichzusetzen ist. Das HBV
RNA Pragenom wird zusammen mit der
viruseigenen Polymerase in das HBV Kap-
sid verpackt. Die Reifung des Virus erfolgt
dann am Endoplasmatischen Retikulum, in
das die Oberflachenproteine eingelagert

werden, ehe das infektiose Virion tber das
Endoplasmatische Retikulum, den Golgi-
Apparat und die Plasmamembran ausge-
schleust wird. Die besondere Rolle der ccc
DNA wird zudem durch einen funktions-
fahigen Recyclingmechanismus unter-
strichen, in dem ein Teil neusynthetisierter
HBV DNA in den Zellkern zuriicktranspor-
tiert wird und dort in zusatzliche cccDNA
konvertiert wird und somit eine stabile ccc
DNA Kopienanzahl von 1-50 pro Zelle er-
reicht wird. Die Akkumulation von cccDNA
wird hierbei durch virale Hillproteine re-
guliert. Weiterhin korreliert die Menge
gebildeter cccDNA im Zellkern mit dem
AusmaB viraler Genexpression und Repli-
kation. Da cccDNA die Matrize der Infek-
tion darstellt, ist sie fiir die Persistenz der
HBV Infektion verantwortlich und muss
eliminiert werden, wenn eine tatsachliche
virale Clearance das Ziel der antiviralen
Therapie darstellt.

TIERMODELLE UND KLINISCHE STUDIEN
ZUR HBV cccDNA

Studien mit dem mit HBV eng verwandten
Woodchuck Hepatitis B Virus (WHV, ame-
rikanisches Murmeltier) haben gezeigt,
dass der Pool von cccDNA trotz antiviraler
Therapie mit Nukleosidanaloga und starker
viraler Suppression im Serum persistieren
kann®# Eine signifikante Reduktion des
cccDNA Pools konnte erst nach langfri-
stiger antiviraler Therapie in Woodchucks
und bei chronisch infizierten Patienten in
kiirzlich publizierten klinischen Studien
erzielt werden®%’. NA stellen Polymerase-
inhibitoren dar und besitzen keinen di-
rekten Effekt auf die cccDNA Formation,
daher ist die Abnahme von cccDNA Spie-
geln unter langfristiger antiviraler Thera-
pie in erster Linie durch die Inhibierung
viraler DNA Synthese im Zytoplasma infi-
zierter Hepatozyten mit konsekutivem in-
suffizienten Recyclingmechanismus viraler
Nukleokapside in den Zellkern zu erklaren®
(Abb. 2). Dieser Prozess ist langwierig, be-
dingt durch die vermutlich lange Halb-
wertzeit von cccDNA und durch die ge-
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Therapie chronisch infizierter HBV Patienten mit Adefovir 10 mg. Biopsien
vor (links) und nach 48 Wochen Therapie (rechts). Die Abnahme von
cccDNA und Serum HBsAg ist nicht begleitet von einer Reduktion HBcAg-
positiver Zellen histologisch (braune Farbung) und suggeriert, dass
cccDNA Depletion in erster Linie nichtzytoloytisch geschieht

Werle et al, Gastroenterology 2004

Abb. 2: HBV Clearance von Hepatozyten
erscheint in erster Linie nicht-zytolytisch

=0,001
=0,001

Baseline was Wi144

Sequentielle Kombinationstherapie chronisch HBV infizierter Patienten

(n=28).

Reduktion der intrahepatischen viralen Replikation (Verhéltnis von rcDNA/

cccDNA) starker unter Kombi.-Therapie mit PEG-IFN alpha 2b und Adefovir

(-99%, W48) als mit nachfolgender Adefovir-Monotherapie (-76%, W144)
Litgehetmann, EASL 2007

Abb. 3: Intrahepatische virale Produktivitat
wahrend antiviraler Therapie - Verhdltnis
rcDNA/cccDNA

ringe Teilungsaktivitdt von Hepatozyten,
und er ldsst eine generelle Reduktion von
cccDNA Kopien pro Zell erwarten. Immun-
modulatorische HBV-Therapien mit pegy-
liertem Interferon alpha fiihren zur Ab-
raumung infizierter Hepatozyten. Die
Kombination von pegyliertem Interferon
alpha 2b und Adefovir flihrte in einer Pi-
lotstudie zu einer stirkeren Reduktion von
cccDNA als die alleinige Therapie mit Ade-
fovir. Unter Kombinationstherapie war die
Suppression der intrahepatischen Replika-
tion auch starker als unter der sich an-
schlieBenden Monotherapie mit Adefovir
(Abb. 3). Interessanterweise haben Experi-
mente mit HBV-replizierenden transgenen
Mausen und Schimpansen eindeutig zei-
gen konnen, dass inflammatorische Zyto-
kine die virale Replikation durch nichtzy-
tolytische immunvermittelte Prozesse
supprimieren konnen8%1°, Auf der anderen
Seite belegen histologische Untersu-
chungen eindeutig Leberzelltod und Re-
generation in transient und chronisch
HBV-infizierten Lebern und suggerieren,
dass eine Eradikation von HBV die De-
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Wie wird cccDNA abgebaut?

Zytolytischer Mechanismus
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Abb. 4: Mdgliche Clearance-Mechanismen von cccDNA
cccDNA kann vermutlich nicht-zytolytisch und zytolytisch redu-

ziert werden

struktion eines bislang unbekannten An-
teils infizierter Hepatozyten durch die Im-
munabwehr voraussetzt. Eine bereits lang-
jahrige Diskussion beschaftigt sich gerade
mit dieser Frage, wie viel Destruktion von
Hepatozyten wahrend der Resolution einer
HBV Infektion wirklich geschieht. Eine sol-
che Information kdnnte das Verstandnis
vertiefen, ob die Elimination infizierter He-
patozyten wirklich notwendig ist, um das
Virus aus der Leber nachhaltig zu eradizie-
ren. Die Elimination infizierter Zellen in der
Leber setzt eine anschlieBende Substituti-
on und Akkumulation von nicht-infizierten
Hepatozyten voraus (Abb. 2). Der Ursprung
dieser neuen Hepatozyten ist bislang un-
bekannt und daher umstritten. Es hat in
den letzten Jahren Vermutungen gegeben,
dass nicht-infizierte Hepatozyten nach
Differenzierung aus Progenitorzellen ent-
stehen kénnen™ oder alternativ von vor-
mals infizierten Hepatozyten herriihren,
die ihre cccDNA verloren haben'.

CLEARANCE VON cccDNA

Die Arbeitsgruppen von Mason und Sum-
mers haben in den letzten Jahren in einer
Reihe von eleganten Experimenten zeigen
kénnen, dass HBV DNA Integrationen in
das Wirtsgenom als genetische Marker ge-
nutzt werden konnen, um das Schicksal
infizierter Hepatozyten und den Zell-Tur-
nover wahrend chronischer Infektionen

Hepatitis&more 1/2007

verfolgen zu kdnnen. HBV
DNA Integrationen in zel-
luldre DNA stellen keine

Nicht-zytolytischer Mechanismus

ool

Voraussetzung fiir die vi-
rale Replikation dar. Der
Integrationsprozess kann
daher
Weg fiir virale Genome
angesehen werden, die,
anstatt in cccDNA Mole-
kile transformiert zu

als alternativer

l f

A Lok 2005 . . .
werden, in nichtfunktio-

nale Integrationen umge-
leitet werden. Mason und
Mitarbeiter konnten nun
zeigen, dass uninfizierte
Zellen klonal aus vormals infizierten Hepa-
tozyten hervorgehen kénnen, und damit
demonstrieren, dass Clearance von cccDNA
tatsachlich ohne eine Destruktion infi-
zierter Zellen geschehen kann' (Abb. 4).
Zellteilung kann weiterhin eine Dilution
von cccDNA unter antiviraler Therapie be-
giinstigen und cccDNA freie Hepatozyten
exprimieren keine viralen Antigene, und
konnten, nicht weiter Ziel der Immunab-
wehr, rascher expandieren als Zellkolone,
die virale Proteine sezernieren. Interessan-
terweise haben Studien zeigen kdnnen,
dass geringe Mengen von cccDNA unbe-
grenzt in wenigen Leberzellen persistieren
kann und maoglicherweise eine lebenslange
Immunantwort gegen HBV trotz klinischer
Resolution der Erkrankung aufrecht erhal-
ten kann™. Die Bestimmung von cccDNA
ist nur aus Leberbiopsiematerial moglich
und somit fiir die tégliche Praxis nicht
praktikabel. Zudem korreliert die Hohe der
Serum HBV DNA nicht mit der Menge der
intrahepatischen cccDNA. Viele Arbeits-
gruppen suchen daher nach nichtinvasiven
Surrogatparametern, um die intrahepa-
tische replikative Aktivitat, die lber die
Persistenz der viralen Replikation entschei-
det, besser beurteilen zu konnen. Ein inte-
ressanter Parameter ist hier die Quantifi-
zierung von HBsAg, allerdings bleibt abzu-
warten, ob die Quantifizierung von HBsAg
in der Zukunft sich als geniigend robuste

Methode zur nichtinvasiven Charakterisie-
rung der intrahepatischen Replikation eig-
net’.

FAZIT FUR DIE PRAXIS

Es ist zu erwarten, dass sich durch neue Thera-
pieregime, besser definierte therapeutische
Endpunkte und ldngere Therapiezeiten, sowie
durch neue Nukleos(tidanaloga wie Telbivudin
und Tenofovir weitere Fortschritte in der Hepa-
titis B-Therapie erzielen lassen. Die klinische
Heilung der Hepatitis B ist mit einer immunolo-
gischen Kontrolle der Erkrankung eng vergesell-
schaftet und neben neuen Nukleos(t)idanaloga
wird zukiinftig vor allem eine bessere Kenntnis
der Aktivierungsmechanismen virusassoziierter
Immunantworten zu erfolgreicheren Therapien
fiihren. Erst dann wird sich zeigen, ob die virale
Eradikation in Zukunft moglich sein wird oder
notig sein wird.
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Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf - Martinistr. 52
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