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1 Einleitung

1.1 Die Hepatitis-B-Virus (HBV)-Infektion unter besonderer Bertcksichtigung
der unterschiedlichen Verlaufe

Die Hepatiti s-B-Virus (HBV)-Infektion gehdrt mit weltweit Gber 200 Milli onen Virustrégern
zu den haufigsten Infektionskrankheiten. In Endemiegebieten wie Asien und Afrika sind
teilweise Uber 10% der Bevdlkerung betroffen. Im Mittelmeearaum betrégt die Hepatiti s-B-
SurfaceAntigen (HBs-AQ)-Trégerrate 2-5%, in Nordeuropa und Nordamerika 0,2-1%. Die

Ubertragung der Hepatitis B erfolgt perinatal, parenteral oder sexuell.

Die Hepatitis B variiert in ihrer klinischen Prasentation erheblich. Man urterscheidet
ingpparente  (ca 630 der Falle), akute (ca 25%% d.F.), chronische (ca 10% d.F.) und
fuminante (ca 1% d.F.) Verlaufe. Die &ut verlaufende Hepatitis B ist durch
Allgemeinsymptome, wie Mudigkeit, Gelenkbeschwerden undFieber, gekennzeichnet. 70 %
der Patienten entwickeln einen lkterus. Das histologische Bild wird duch 6dematds
aufgelockerte,  lymphohistiozytar  infiltrierte  Portalfelder  sowie  diseminierte
Einzelzell nekrosen, sogenannte Courcilman-bodes, bestimmt. Die fulminante Hepatitis, die
in ca 1% der Fédle aiftritt, weist eine Letditéa von etwa 80% auf. Definitionsgemald
bezeichnet man nach Trey und Davidson einen Hepatitisverlauf als fulminant, wenn sich
innerhalb von adht Wochen nach Auftreten eines lkterus' ein schwerer Leberschaden mit
hepatischer Enzephalopathie ausbildet (Trey et Davidson, 1979. Das histologische Bild wird
hierbei von massven multil obuaren Lebernekrosen mit grolZem Parenchymverlust beherrscht.
Das Retikulumfasergerust ist Gber grof®e Arede nur noch mit Zell schutt angefillt. Lediglich
die Portafelder sind nah erhalten und werden von wenigen Lymphazyten infiltriert.
Periportal befinden sich nach kleine Gruppen Uberlebender Hepatozyten (Riede und Schader,
1993).

Eine nicht erfolgreiche Elimination vonHBV fuhrt zur Viruspersistenz. Diese kann Kinisch
stumm und ohre histologische Veranderungen sein (HBsSAg-Tragerstatus) oder sich in einer
chronischen Verlaufsform der Hepatitis B auflern. Ein HBsAg-Tréagerstatus kann in eine
chronische Hepatitis B tbergehen, wobei vermutet wird, dal3 des durch de Selektion
bestimmter Virusvarianten bedingt ist. Dabei wird, je nad histologischer



Entziindurgsaktivitét, in chronisch-persistierende Hepatitis und chronisch-aggressve
Hepatiti s unterschieden. Wéhrend de dronisch-persistierende Form durch die scharf auf die
Portalfelder begrenzten entziindi chen lymphohistiozytaren Infiltrate gekennzeichnet wird, ist
die dronisch-aggressve Form von einer erheblichen Entziindurg der Portalfelder in
Verbindurg mit sog. Mottenfral3nekrosen charakterisiert. Die dronische Hepatitis kann zu
einem zirrhotischen Umbau der Leber fiihren. Sowohl bei Patienten mit HBsAg-Tragerstatus
als auch bei Patienten mit chronischer HBV-Infektion besteht das Risiko (10-15%), dal3 sich

ein hepatozellulares Karzinom entwickelt.

Auch de Hepatitis-D-Virus (HDV)-Infektion tritt weltweit auf. Vorausstzung fir die
Hepatitis-D-Virus-Infektion ist das Vorliegen einer HBV-Infektion, ca das HDV selbst
repli kationsinkompetent ist und zur Vermehrung das Hepatiti s-B-Virus bendtigt. Daher éhnelt
das epidemiol ogische Vertellungsmuster dem der HBV-Infektion. Die Hepatitis D tritt gehauft
im Mittelmearaum auf, wahrend sie in Deutschland eher selten ist und meist auf
Risikogruppen beschrankt bleibt. Der Ubertragungsmodus ist mit dem der Hepatitis B
identisch. Man urterscheidet die Simultaninfektion, bei der das HDV gleichzeitig mit dem
HBV Ubertragen wird, von dar Superinfektion, bei der ein HBsAg-Tréger mit dem HDV
infiziert wird. Die Hepatiti s-B/D-Koinfektion &hnelt vom klinischen Verlauf her der Hepatitis
B, zeigt jedoch in einem hdheren Prozentsatz (etwa 2%) einen fulminanten Verlauf (Smedile
et a., 1982 Kroogsgaad et a., 1989. Auf der anderen Seite scheint die Anwesenheit des
HDV aber die Letalitat einer fulminanten Hepatitis zu verringern (Saraco et a., 198§. HDV-
Superinfektionen verlaufen in der Mehrzahl der Félle dronisch-aggressv. Die Seropravalenz
vonHDV bei Patienten mit akuter, chronischer undfulminanter Hepatitisist drei- bis zehnmal

hoher als bei asymptomatischen HBV-Tréagern (Hadler et al., 1991).



1.2 Molekularbiologische und immunologische Aspekte des HBV
1.2.1 Historische Entwicklung

Die Entdedkung des wgenannten AustraliaAntigens leitete die molekularbiologische
Charakterisierung des HBV ein (Blumberg et a., 1965. Die Arbeitsgruppe um Blumberg fand
deutliche Préazipitatlinien bei der Ouchterlony-Doppeldiffusion zwischen dem Serum eines
australischen Ureinwohrers und dem hamatologisch erkrankter Patienten, de zahlreiche
Bluttransfusionen erhalten hatten. So wurde urspringlich vermutet, dal3 ein Zusammenhang

zwischen dem neu entdeckten Antigen und der Entwicklung einer akuten Leukadmie bestiinde.

Fortgesetzt wurde diese Entwicklung durch de Beschreiburg des sogenannten Dane-Partikels
(Dane @ al., 1970Q. Hierbei wurden Sera von Patienten mit einer als , Australia-Antigen-
positiv bezeichneten Hepatiti s untersucht und elektronenmikroskopisch aufgeabeitet. Neben
den bereits beschriebenen 22 mm-Partikeln konrten dartiber hinaus 42 mm durchmessende
Partikel dargestellt werden. Diese zeichneten sich gegentiber den sehr viel kleineren Partikeln
durch eine weitgehende morphdogische Uniformitét aus und retten zusétzlich eine gewisse
Ahnlichkeit mit bereits bekannten Viren. In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen
konrte die Arbeitsgruppe um Dane neben der Hille auch bereits eine Nukleokapsidstruktur
erkennen. Es folgten de Charakterisierung der HBV-DNA (Robinson et a., 1979 sowie die

Aufdeckung der hepadnaviralen Replikationsmechanismen (Summers et Mason, 1982).

1.2.2 Molekularbiologische Eigenschaften des Hepatitis B Virus (HBV)

Das HBV gehdrt zusammen mit enigen tierischen Hepatitisviren zur Familie der
Hepadnaviridae Es besteht aus einer im Durchmesser 42 rm grof3en auf¥eren Hille, die aus
den Oberflachenproteinen (Hepatitis-B-Antigen, HBSAQ) zusammengesetzt ist, die in eine
Lipidhdile integriert sind. Im Inneren der Hulle findet sich eine Nukleokapsidstruktur, die aus
den Core-Proteinen (HBcAgQ) zusammengesetzt ist. Das Nukleokapsid enthélt das virale
DNA-Genom mit einer Lange von etwa 3200 Basenpaaen und de damit assoziierte virae

DNA-Polymerase / reverse Transkriptase.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der HBV-Struktur (entlehnt bei Blum et al., 1993)

Das HBV-Genom ist mit seinen 3200Basenpaaen eines der kleinsten urter den DNA-Viren
und cementsprediend sehr kompakt aufgebaut. Es enthdlt vier offene, einander Uberlappende
Leserahmen: Das Core-Gen (C-Gen) kodiert das Hepatitis-B-e-Antigen (HBeAg) und dhs
Nukleokapsidprotein (Core-Protein), das SurfaceGen (S-Gen) kodiert drei Hullproteine
(grofes, mittleres und Keines Oberflachenprotein), das Polymerase-Gen (P-Gen) kodiert die
virale Polymerase mit ihren verschiedenen funktionellen Domanen unddas X-Gen kodert das
transaktivierende X-Protein. Das Genom enthdlt dartiber hinaus eine Vielzahl von Sequenzen,
denen eine regulierende Bedeutung im Rahmen der Transkription, Replikation undAssembly

zugeschrieben wird.

Das HBV-Genom wird asymmetrisch Uker ein RNA-Intermediat mit Hilfe a@ner reversen
Transkriptase repliziert: Die nur unvdlstdndig doppelstrangige DNA des Virions wird past
infedionem im Kern des Hepatozyten kamplettiert und zirkulér kovalent geschlossen (ccc
DNA). Mit der hepatozelluldren RNA-Polymerase Il wird eine 3,5 kb lange RNA
synthetisiert, die ds Préagenom/C-mRNA bezeichnet wird. Als Matrize hierfur dient der
Minusdrang der cccDNA. Die mRNA wird sowohl zur Synthese von Core- und Pol-
Proteinen as auch als Matrize fur die DNA-Minusdrang-Synthese genutzt. Dieser Prozef3
wird von dbr viruskodierten Reversen Transkriptase katalysiert. Die Initiation erfolgt
innerhalb einer 11 bplangen, repetitiven DNA-Sequenz (DR1, DR=dired repeas). Wahrend
der DNA-Minusgrang-Synthese wird das Prégenom bis auf die letzten 18 Basen am 5'-Ende
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durch de viruskodierte RNase agebaut. Durch Umlagerung dieses Oligonuleotids an de
DR2-Sequenz des DNA-Minusdranges entsteht der Primer fur die DNA-Plusgrang-Synthese.
Hierbel erfolgt die Synthese Uber die DNA-abhdngige DNA-Polymerase des Pol-Proteines.
Als Matrize dient der DNA-Minusdrang. Eine vollstandige Synthese des DNA-Plusdranges

ist fur die Verpackung und Sekretion des Virions nicht notwendig.

Im offenen Leserahmen des C-Gens befinden sich zwei Initiationskodors im identischen
Leseraster. Dadurch wird deser Bereich in de Precre- sowie in de Core-Region geteilt
(Gdibert et a., 1979. Startet die Trandation an der ersten Initiation, so wird das 25-kD-
Precore-Protein synthetisiert. Nach pcsttranslationaler Modifikation wird es als HBeAg von
der Zelle sezerniert. Die Expresson der Core-Region, d.h. Trandationsdart am zweiten
Initiationskodon, fuhrt zur Synthese des 21-kD-Core-Protein, dem Nukleokapsidprotein
(Miyanohara et al., 1986).

Der Leserahmen des S-Genes beherbergt drei Initiationskodors im gleichen Leseraster.
Dementspredhend urterscheidet man de Pre-S1-, die Pre-S2- und de S-Region. Diese
kodieren de drei Hull proteine des HBV: Je nach Trandlationsdart entstehen das kleine (small
surface protein), das mittlere (middle surface protein, Pre-S2-Protein) bzw. das grole
Oberflachenprotein (large surface protein, Pre-S1-Protein). Neben der Funktion fur die
Struktur und cén Aufbau des HBV besitzen diese Proteine vermutlich noch zahlreiche andere
Aufgaben. So trégt das Pre-S1-Protein an seinem Aminoterminus eine Bindurgsgelle fir den
hepatozell uldren Rezeptor (Neurath et a., 1986 Pontis et al., 1989 und erscheint damit
wichtig fur die Infektitsitét des HBV zu sein (Brusset a., 199). Das Pre-S2-Protein vermag,
humanes Serumalbumin zu binden, undist Uber diesen Medanismus eventuell bei der
hepatozytenspezifischen Infektion bedeutungsvoll (Krone d@ a., 1990. Das Hepatitis-B-
SurfaceAntigen (HBsAQ) tragt eine stark immunogene, gruppenspezifische Determinante
»a", die dlen Subtypen gemeinsam ist, sowie zwei zusétzliche Subtypdeterminanten, ,,d* oder
L,y bzw. ,w* oder ,r*. Damit resultieren vier Hauptsubtypen des HBsAg (adw, adr, ayw und
ayr) (Bancroft et al., 1972).

Das P-Gen kodert ein Protein mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 93,2 0. Das
Protein verfigt Uber folgende funktionelle Doménen: Das terminale Protein, dem eine

Initiationsfunktion zugeschrieben wird, de Spacea-Region, de DNA-Polymerase/Reverse
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Transkriptase und de RNase H, die den Abbau der prégenomischen RNA bewirkt. Dartber
hinaus erfillt die Polymerase é@ne wichtige Funktion im Rahmen des VirionrAssmbly
(Bartenschlager und Schaller, 1992).

Die Funktion des X-Genes bzw. seines Produktes HBXxAg ist nicht vollstandig gekléart. Es
konrte jedoch gezeigt werden, dal3 es einen aktivierenden Einflul® auf die Transkription des
HBV sowie anderer viraer Sequenzen undauf eine Vielzahl zelluldrer Gene ausiibt (Kekule
et a., 1993. Die pathobiochemische Bedeutung dieser Fahigkeit ist weitgehend unwerstanden.
Das HBxAg scheint in vitro nicht notwendig fur die HBV-Replikation und-Genexpresson zu
sein (Blum et a., 19929. Ergebnisse im Waldmurmeltiermodell (Woodchuck-Hepatiti s-Virus)
deuten auf eine Notwendigkeit des X-Genes im Rahmen der Infektion hn (Chen et al., 1992
und 1993. Dartiber hinaus ielt das X-Gen vermutlich eine Rolle bei der Entstehurg des
hepatozelluldren Karzinoms. So wurden integrierte X-Gensequenzen in Karzinomzellen
gefunden (Takada et al., 1990 und Wollersheim et al., 1987).

Neben Regionen, de Proteine kodieren, wurden im HBV-Genom auch regulatorische
Elemente identifiziert (Yen, 1993. Die vier Promotoren, d.h. X-Promotor (XP), Core
Promotor (CP), SurfacePromotor | (SPI) und SurfacePromotor Il (SPII), sowie die beiden
Enhancer | undll (ENH | undENH II) sindinnerhalb der vier off enen Leserahmen lokalisiert.
Diese Elemente haben eine herausragende Bedeutung fir die biologischen Eigenschaften des
HBV. So steuern de Promotoren SP | (Nukleotidpasition 27112822 und SP I
(Nukleotidpasition 30023182 die Expresson undSekretion der Oberfladchenproteine (Chang
et al., 1989 Raney et d., 1989. Im Enhancer | X-Promotor (ENH I-XP, Nukleotidpasition
9631354 sowie im Enhancer 11-Core Promotor (ENH 11-CP, Nukleotidpasition 15911850
wird de Virusreplikation und de Expresson des HBeAg, des X- und des Core-Proteins
reguliert (Treinin et a., 1987 Lopez-Cabrera @ al., 1990 Yee @ a., 1989. Innerhab deser
Bereiche wurden verschiedene Bindurgsdellen fur Transkriptionsfaktoren identifiziert (Raney
et al., 1997).
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1.2.3 Immunologie der HBV-Infektion

Die Diagnose aner akuten Hepatitis B basiert auf dem Vorliegen von Antikorpern der Klasse
IgM gegen die Core-Region (IgM-anti-HBc). Der zusétzli che Befund einer HBsAg-Positi vitat
ist dartiber hinaus wegweisend, kann jedoch in 10% fehlen. In der Regel sind jedoch bereits
vor Ausbruch der Kklinischen Erkrankung HBsAg, HBeAg und HBV-DNA nachweisbar.
Sofern de Hepatitis B ausheilt, erscheinen mach dem ersten Antikorper anti-HBc die
Antikorper anti-HBe und anschlief3end anti-HBs im Serum. IgM-anti-HBc kénren his zu 12
Monate nach der Erkrankung im Serum detektierbar bleiben. Anti-HBs und anti-HBc sind

nach einer ausgeheilten Infektion in der Regel lebenslang nachweisbar (siehe Abbildung 2).

J— anti-HEe=

ant1-HEe

Iz anti-HEe

|HBsEg
[HEedg
[HEV-DH A&

Abbildung 2 Schematische Abbildung tber die Immunologie ener akuten HBV-Infektion (entlehnt bei Clasen,
Diehl, Kochsiek, 1991)
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Bel einer chronisch verlaufenden HBV-Infektion persistiert das HBsSAgQ langer als sds
Monate (siehe Abbildung 3), Anti-HBs wird nicht gebildet.

Inuman-

anberort anti-HBe

Ighl anti-HE«=

Zelt

HE:Az
HEekliz
HEV-DH A4

Abbildung 3 Schematische Abbildung iber die Immunologie éner chronischen HBV-Infektion (entlehnt bei
Classen, Diehl, Kochsiek, 1991)

Alle Hullproteine sind Ziele sowohl der B- als auch der T-Zell-Erkennurg. Entsprechende
Epitope finden sich im Pre-S- und im S-Bereich. Die wichtigste Antigendeterminante des
HBsAg ist die sogenannte ,,a“-Determinante. Dieses Epitop keinhaltet die Aminosauren 124
147 dbs S-Proteins und scheint in seiner Erkennberkeit stark konformationsabhéngig zu sein.
Es wird vermutet, dal3 dese Region eine Doppelschleife bildet, die durch Disulfidbriicken
zwischen den Cysteinen stabili siert wird. Veranderungen deser Bindurgsverhdtnisse fihren
zu einem Verlust dieses B-Zell-Epitopes (Antoni et a., 1994 Ashton-Rickart et a., 1989
Mangold et al., 1993. Neben desen B-Zell-Epitopen wurden im HBsAg auch Bereiche ds
zytotoxische-T-Lymphozyten (CTL)-Epitope identifiziert (Bertoletti et al., 1994).

Fur das HBeAg sind zwe wichtige B-Zell-Epitope beschrieben, zum einen im
Amincsaurenbereich 76:89, zum anderen in dem Bereich der Aminosauren 126135 (Imai et
al., 1982 Ferns und Tedder, 1984. Das bekannteste B-Zell-Epitop des HBCAQ befindet sich
im Aminosaurenbereich 74-89 (Salfeld et al., 1989. Dartiber hinaus snd jedoch nach weitere
HBCcAg-Epitope eistent (Schodel et a., 1999. Die MHC-II-restringierte T-Helferzell antwort
zielt auf ein immundaminantes Epitop im Aminosdurenbereich 50-69, seltener auf Epitope der
Amincsaurenbereiche 1-20 sowie 117-131 (Ferrari et a., 199). Eine eitscheidende
Bedeutung wird jedoch der MHC-I-vermittelten T-Zell-Zytotoxizitét zugeschrieben. Ein CTL-
Epitop, welches im Zusammenhang mit HLA-A2 spezifisch présentiert wird, liegt im
Aminosaurenbereich 18-27 der Core-Region (Penna et al., 1991; Bertoletti et al., 1992).
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1.3 Molekularbiologische und immunologische Aspekte des Hepatitis D Virus
(HDV)

1.3.1 Historische Entwicklung

Das HDV wurde 1977 im Rahmen der Untersuchung von Leberbiopsien HBsAg-pasitiver
Patienten mit chronischer Hepatitis entdedkt (Rizzetto et al., 1977. Rizzetto stellte fest, dal3
markierte humane Immunglobdine ati-HBc-paositiver  Serumproben  nicht nur mit
nachweislich HBcAg enthaltenden Lebergeweben reagierten, sondern auch mit solchen, de
kein HBCAg enthielten. Weitere Studien zeigten, dal3 de neue Antikorperfraktion weder fir
zelluldre noch fur Hepatiti s-B-virale Antigene spezifisch war. Trotz dieser Tatsadche konrten
die nun as Anti-delta Antikorper (anti-HD) bezeichneten Immunglobdine nur in HBSAg-
positiven Sera detektiert werden. Die Entwicklung eines Radioimmuncessays und de
nachfolgenden Untersuchungen von Sera aus Italien, Japan und @n USA zeigten eine enge
Asoziation von anti-HD mit der HBV-Infektion (Rizzetto et a., 1979, 1980
Tierexperimentelle Transmissonsgudien identifizierten das Delta-Agens als ein separates
defektes Virus, welches das HBV bendtigt, um eine Infektion werursachen zu kodnren
(Rizzetto et al., 1980. Diese Untersuchungen charakterisierten zugleich de klinischen

Ereignisse der Delta-Ko- und Superinfektion.

In den darauffolgenden Jahren erfolgte @n bedeutender Fortschritt im molekul arbiol ogischen,

immunologischen und Klinischen Verstandnis des HDV.

1.3.2 Molekularbiologische Eigenschaften des HDV

Das HDV ist ein kleines RNA-Virus, das aus einem im Durchmessr 36rnm grofen
sphérischen Partikel mit einer Dichte von 1,25g/ml besteht (Bonino et al., 1984. Das HDV -
Partikel enthdlt eine enzelstrangige kovalent geschlossene RNA von krepp 1700Nukleotiden
Lange. Die Virushiile des HDV besteht aus Oberflachenantigenen des Helfervirus HBV.
Waéhrend de Relation der Pre-S1-, Pre-S2- und S-Proteine beim infektidsen HBV-Partikel
1:1:4 (Heemann et a., 1984 s.0.) betrégt, weisen dese Proteine in der HDV-Hille en
Verhdtnis von 15:95 auf (Bonino et al., 198§. Damit dhnelt diese HDV-Hulle den nicht
infektiosen subviralen Partikeln des HBV, die gewohrlich in groRem UberschuRim Serum

gefunden werden kénnen.
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Die d@wa 1700 Nukleotide enthaltende RNA des HDV-Genomes ist mit einer Basenpaaung
von ks zu 70 hochgradig selbstkomplementér (Wang et al., 1986. Das HDV-Genom zeigt

Ahnlichkeiten mit denen einiger Pflanzenviren.

Die Anayse der genomischen Sequenz hinsichtlich ihres kodierenden Potentials ergab
verschiedene offene Leserahmen sowohl des genomischen als auch des antigenomischen
Stranges. Fir einen dffenen Leserahmen, der z.T. hachkorserviert ist, wurde gezeigt, dal3 er
die Information fir das Delta-Antigen (HDAQ) tragt. Diese Region bkefindet sich auf dem
antigenomischen Strang undreicht von Position 1598 Iss 1010fir die kleine Form des HDAg
bzw. bis 953 fur die groRRe Form (Wang et al., 1986).

Delta Antiaen

|l598| |1o1o 953|

v

IKleines HDAq (195a¢]

v

|GroBes HDAa (214ac

Abbildung 4 Antigenomische HDV-RNA mit der Antigen-kodierenden Region (modifiziert nach Polish et al.,
1993)

Das HDAg, dessen beide Formen Molekilgewichte von 24kD bzw. 27 KD aufweisen, ist ein
basisches, ein- oder mehrfach phasphaylisiertes Protein. Es akkumuliert in den Kernen
infizierter Hepatozyten und kann als RNA-bindendes Protein fungieren. Wéhrend de kleine
Form des HDAg wichtig fur die Replikation zu sein scheint, schreibt man der grofien Form
eine Bedeutung beim Zusammenbau des HDV zu (M.-F. Chang et al., 1988, und-.-L. Chang
et al., 1991).
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1.3.3 Immunologie der HDV-Infektion

Die fuhrenden serologischen Marker der HDV-Infektion sind das HDV-Antigen sowie der
Antikorper IgM-anti-HDV. Die Hepatitis D kann as Simultan- bzw. Koinfektion oder als
Superinfektion auftreten. Fir erstere ist der Nachwels von IgM-anti-HBc (neben IgM-anti-
delta und HDAQ) typisch.

Imnoan-
anbarort
IzM anti-HD
HD4g
anti-HD
[total)
Zeit
| [HBEsdg
Anti-HEs |
| | Leber-HDAg

Abbildung 5 Schematische Darstellung der Immunologie éner HDV-Koinfektion (entlehnt bei Polish et al.,
1993)

Bel einer HDV-Superinfektion, aso einer HDV-Infektion eines chronischen HBsSAg-Trégers,
ist kein IgM-anti-HBc nachweisbar, die Antikdrper IgM-anti-HD bzw. anti-HD und dis

HDAg koénnen jedoch im Serum gefunden werden.

anti-HD (total)

Imnom-
anbarort
HDAgz
IzM anti-HD
Zeit
I e LT
Anti-HEs
| Leber-HDb g

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Immunologie @ner HDV-Superinfektion (entlehnt bei Polish et al.,
1993)
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1.4 Pathogenetische Modelle der fulminanten Hepatitis B

Fur die Pathogenese der fulminanten Hepatitis B sind pinzipiell zwe verschiedene
Hypothesen denkbar: Zum einen kdnrte ene bestimmte Prédispaosition des Wirtes und zum
anderen de Infektion mit besonders virulenten Virusvarianten den fulminanten Verlauf
bedingen. Schliefdich ist auch de Kombination aus beiden genannten Faktoren as
Voraussetzung fur einen fulminanten Infektionsverlauf denkbar. Folgende Aspekte sprechen

jedoch fir die pathogenetische Bedeutung bestimmter HBV-Varianten:

e In der Literatur sind mehrere epidemische Ausbriiche fulminanter HBV-Infektionen
beschrieben worden, dein allen Falen auf einen einzelnen Ubertrager al's Infektionsguelle
zurckgefuhrt werden konrten (Liang et a., 1993 Oren et a., 1989 Ogata & al., 1993.
Bel einer dieser Untersuchungen wurden Schimpansen mit der isolierten Viruspopuation
infiziert, worauf sie @ne fur diese Spezies ungewthnich schwere Hepatitis B entwickelten
(Ogata et al., 1993).

e |n der Literatur wird keine Asziation zwischen einer FHB und kestimmten MHC-Klass

| oder Il des Wirtes beschrieben.

* Nukleotidsequenzanalysen einiger Regionen des HBV-Genoms lie3en Asziationen
zwischen dem Auftreten bestimmter Mutationen undeinem fulminanten Infektionsverlauf

erkennen.

Durch welche Genomverdnderungen de biologischen Eigenschaften des HBV dahingehend
modifiziert werden, dal3 eine ehthte Pathogenitat und damit ein fulminanter Infektionsverl auf
resultiert, ist bisher unbekannt. Vermutet wird, dal3 folgende phénotypischen Charakteristika
entscheidend sein kdnnten:

» Varianten mit einer erhdhten Replikationsfahigkeit

» Varianten mit zytopathischen Eigenschaften

» Varianten mit einer verdnderten Immunogenitat.
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1.4.1 Eine erhohte virale Replikationsfahigkeit als pathogenetisches Modell

Varianten, de im Vergleich zum Wildtypvirus eine ehdhte Replikationskompetenz
aufweisen, konrten innerhalb kurzer Zeit zahlreiche Hepatozyten infizieren. Im Rahmen der
sich anschlief3enden Immunantwort des Wirtes wirde an ausgedehnter Leberschaden
resultieren. Darliber hinaus ist durch de hohe Replikationsrate ene intrazellulare
Akkumulation vraler Proteine mit einem direkt zytopathischen Effekt mdglich. Zusétzlich
konrten Hepatozyten mit einer intrazelluléaren Anreicherung viraler Proteine fur den Angriff
des Immunsystems besonders snsibel sein. Im  transgenen Mausmodell flhrte die
Akkumulation vonS-Protein zur Sensibili sierung der Hepatozyten gegentiber einem Zytokin-
indwzierten Zelltod (Chisari et a., 1987. In vitro konrte @n drekt zytotoxischer Eff ekt einer
intrazelluldren Akkumulation des Core-Proteins fir Hepatomazellen gezeigt werden
(Roingeard et al., 1990).

1.4.2 Zytopathische virale Eigenschaften als moglicher Pathomechanismus

Neben hachreplizierenden Varianten konrten auch Mutanten, de @ne Uberexpresson ockr
einen Sekretionsblock viraler Proteine aifweisen, eine hepatozell ulare Akkumulation deser
Proteine bewirken. So scheint die Retention vonHBSA(g, von Core Protein und vonX-Protein

zytopathisch zu wirken (Chisari et al., 1987; Roingeard et al., 1990).

1.4.3 Veranderte virale Immunogenitéat als moglicher Pathomechanismus

Varianten mit Mutationen in Bereichen wichtiger immunaogener Epitope konrten
maogli cherweise @ne verénderte Art und Intensitét der Immunantwort bewirken (Chisari et a.,
1992. Zum einen ist eine gesteigerte Immunaogenitét dieser Varianten und dimit eine stérkere
Aktivierung zytotoxischer T-Lymphazyten (CTL), die zu einer beschleunigten Zerstérung des
Leberparenchyms fuhrt, vorstellbar (Thomas et a., 199). Zum anderen konrten Mutationen
in  Bereichen von Bindurgsdellen nreutraliserender  Antikorper  oder  von
Erkennurgssequenzen fur CTLs auch zur Folge haben, da? de Virusvariante der
Immunantwort des Wirtes entkommen kann (Chisari et al., 1993. Derartige ,, Immune

Escape“-Varianten konrten sich initial ungehindert im Leberparenchym ausbreiten. Richtet
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sich de Immunantwort des Wirtes zu einem spéteren Zeitpunk gegen andere virale Epitope,

ist ein schwerer, ausgedehnter Parenchymschaden die mdgliche Folge.
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1.5 Assoziationen von HBV-Varianten mit einem fulminanten Krankheitsverlauf

Endemisch auftretende, fulminant verlaufende Hepatitiden, de auf einen einzelnen chronisch
infizierten HBV-Trager als Infektionsquelle zurlickgefuihrt werden konrten (Liang et a.,
1991 Kosaka @ al., 1993, legen de Vermutung nahe, dal? Virusvarianten mit veranderten
molekularbiologischen und immundogischen Eigenschaften fur die Schwere der
Krankheitsverlaufe verantwortlich sind. Bisherige Studien stiitzen sich fast aus<chliefdlich auf
die Sequenzierung subgenomischer Regionen und patulieren auf dieser Grundage die

Assoziation verschiedener Virusvarianten mit einem fulminanten Verlauf der HBV-Infektion.

1.5.1 Die Precore-Stopkodonmutation in Position 1896

So wurde die G-zu-A-Punktmutation in Nukleotidpasition 1896, ¢k zu einem Stopkodonin
der Precore-Region fuhrt, gehauft bel Patienten mit fulminant verlaufenden Hepatitiden in
Japan (Yotsumoto et a., 1991 Hasegawa d al., 1991 Omata d al., 199), in Israd (Liang et
a., 1999 sowie im Mittelmeegebiet (Carman et a., 199) gefunden. Durch dese Mutation

wird eine Expression des HBeAgs unmaoglich.

Im Gegensatz dazu war in Gebieten mit geringerer HBV-Préavalenz, wie in den Vereinigten
Stagen undFrankreich, de fulminant verlaufenden Hepatitiden nu selten mit den erwadhnten
Varianten asziiert (Laskus et al., 1993 Liang et a., 1994 Feray et al., 1993. Desweiteren
werden solche Mutanten auch bei Patienten mit chronischer Hepatitis oder bel
asymptomatischen Tragern gefunden (Okamoto et al., 1990 Carman et a., 1989. Auch
tierexperimentell e Studien, beli denen Precore-Stopkodomutanten keine fulminante Hepatiti s

verursachten, stellen die vermutete Kausalitat in Frage (Chen et al., 1992).

Der durch dese Variante mogli cherweise aisgel dste Pathomedhanismus ist derzeit unbekannt.
Eventuell bewirkt das Fehlen von HBeAg eine veranderte Immunantwort des Wirtes. Die
Mdoglichkeit einer veranderten Replikationseffizienz dieser Variante ds pathogenetischer

Faktor wird derzeit kontrovers diskutiert (Lamberts et al., 1993; Hasegawa et al., 1994).
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1.5.2 Mutationen in der Core-Promotor-Region

Darliber hinaus wurden Mutationen, de mit einer fulminanten Hepatitis B (FHB) assozii ert
sind, in der Core-Promotor-Region keschrieben. Hier befinden sich Bindurgsgellen
verschiedener Transkriptionsfaktoren, de fir die virae Genexpresson und de Synthese
pragenomischer RNA bedeutend sind. Dementsprechend konren Mutationen in desem
Bereich de virae Replikationseffizienz und HBeAg-Expresson keeanflussen. Eine A-zu-T-
Punktmutation in Nukleotidpasition 1762sowie én G-zu-A-Austausch in Nukleotidpasition
1764 wurde gehauft im HBV-Genom von Patienten mit FHB beobadtet (Sato et al., 1995.
Ahnlich wie bei der Precore-StopkodonrV ariante treten dese Veranderungen urterschiedlich
haufig in Gebieten mit hoher bzw. geringer Hepatiti s-B-Prévalenz auf. So ist das Vorkommen
derartiger Mutanten in endemischen Regionen deutlich héher als in nicht endemischen
(Kaneko et al., 1995 Laskus et a., 1995. Diese Virusvarianten werden jedoch auch bei
Patienten mit chronisch-aggressver Hepatitis und kel asymptomatischen Tragern gefunden
(Horikita & a., 1999. In-vitro-Studien konrten zeigen, dal3 dese T-1762A-1764Mutationen
zu einer reduzierten HBeAg-Expresson fuhren (Okamoto et al., 1994 Sato et a., 1995 und
damit ebenfall's einen Defekt beziiglich der HBeAg-Expresson als phéanatypische Ahnli chkeit

mit der Precore-Stopkodonvariante A-1896 aufweisen.

1.6 Analyse kompletter HBV-Genome von Patienten mit fulminanter Hepatitis
B/D

Die Aussagekraft vieler Studien Uber die Assoziationen bestimmter Mutationen im HBV-
Genom mit einem fulminanten Krankheitsverlauf sind dadurch limitiert, da3 sie nur
Ausghnitte des Genomes analysierten und de restlichen Bereiche unberticksichtigt lief3en.
Nur zwel Arbeiten waren zu Beginn der Studie verdffentlicht, die das gesamte HBV-Genom
bei FHB anaysierten (Ogata € al., 1993 Hasegawa d al., 1994. Betrachtet man deren
Ergebnise, félt auf, dall in alen Genomregionen zahlreiche, zum Teil bislang
unbeschriebene Mutationen zu finden waren. In desen beiden Untersuchungen wurde jedoch
nur die Sequenz eines einzelnen klonierten HBV-Molekils bestimmt. Es ist jedoch bekannt,
dal’im Serum jedes Patienten verschiedene Virusvarianten koexistieren. Ziel sollte daher sein,
die Struktur der dominierenden Viruspopudation zu bestimmen sowie mehrere

Virussubpopuationen a's Heterogenitét zu erfassen. Durch die von urs angewandte Tedhnik
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der direkten Sequenzierung der PCR amplifizierten Virusgenome kann deser Forderung

entsprochen werden.

1.7 Problemstellung

Die Pathogenese der fulminanten Hepatitis B, einschliefdich der fulminanten, HDAg-
positiven HBV-Infektion und @ fulminant exazerbierenden Hepatitis B, ist weitgehend
ungeklart. Vermutlich spielen sowohl virale ds auch wirtsgezifische Faktoren eine Rolle.
Um die Bedeutung der viralen Einflisse zu Kéren, ist zunadhst die strukturelle Analyse der

kompletten Virusgenome dieser Patienten erforderlich.

Eine weitere Unklarheit auf dem Gebiet der fulminanten Hepatitiden ist die Frage, inwiefern
das HDV den fulminanten Verlauf beanfluf@ und ob l@ delta-positiven Patienten andere

HBV-Varianten vorliegen als bei Patienten ohne HDV-Koinfektion.

Zu Beginn deser Studie istierten nu wenige Arbeiten (Ogata € al., 1993 Hasegawa 4 al.,
1994, die unter dem Aspekt des fulminanten Hepatitis B Verlaufes das gesamte virale Genom
untersuchten. Es lagen keine Daten Ubker den Einflul3 einer bestehenden HDV-K oinfektion auf
die HBV-Popuation kel einer fulminanten Hepatitis B/D vor. Die Veranderungen des
gesamten HBV-Genoms von Patienten, de wegen einer chronischen Hepatitis B ein
Lebertransplantat erhielten und anschlief3end eine fulminante Exazerbation der Infektion

erlitten, ist im Verlauf bisher nicht dokumentiert worden.
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1.8 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Studie war also, folgende Fragen zu untersuchen:

e Sind bestimmte Mutationen im gesamten HBV-Genom mit einer fulminanten HBV/HDV -

Infektion assoziiert?

o Existieren Unterschiede im HBV-Genom zwischen Patienten mit fulminanten HBV-
Infektion und fulminanter HBV/HDV-Infektion?

» Welchen Verdnderungen urterliegt die HBV-Popuation im Verlauf einer fulminanten

Reinfektion nach Lebertransplantation unter Immunsuppression?

Hierzu wurde ane strukturelle Analyse des gesamten HBV-Genoms von sechs Patienten mit
fulminanter HBV/HDV-Infektion duchgefihrt, um so eventuelle Rickschlisse auf
Veranderungen der biologischen Eigenschaften der HBV und camit auf die Pathoplysiologie
der FHB ziehen zu konren. Paralel zu deser Arbeit wurde ds Vergleichsgruppe die HBV-
Genomstruktur von reun Patienten mit fulminanter HBV-Infektion ohre HDV-Koinfektion

untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

In dieser Studie wurden Seren von sedis Patienten mit fulminanter HBV-HDV-Koinfektion
untersucht. Vier dieser Patienten erlitten eine fulminante Hepatitis B/D. Die verbleibenden
zwel Patienten entwickelten nadh einer Lebertransplantation eine fulminante Reinfektion bel
vorbestehender chronischer HBV-/HDV-Infektion. Von desen Patienten wurde HBV-DNA
kurz vor der Lebertransplantation sowie zum Zeitpunk der fulminanten Exazerbation
anaysiert. Keiner der Patienten war mit dem Hepatitis C Virus (HCV) oder dem Humanen
Immundefizienzvirus (HIV) infiziert. Bel Patient 3 war kein HBsAg, jedoch HBV-DNA
nachweisbar, so dal3 insbesondere unter Beriicksichtigung einer positiven anti-HDV-IgM eine

Hepatitis B/D erwiesen ist.

Patienter| Alter | Ge- Herkunft| Anti- HBsAg |Anti-HBc |Anti-HBe |HBeAg |Verlauf
schlecht Delta-Ak IgM

1 25J. |m Italien | positiv positiv | positiv positiv negativ | gestorben
2 23J. |w Italien | positiv positiv | positiv positiv negativ | gestorben
3 18J. |m Italien | positiv negativ [ negativ |negativ |negativ |Uberlebt
4 45J. |m Italien | positiv positiv | positiv negativ | negativ | gestorben
5 50J. |m Italien | positiv positiv | positiv positiv negativ |gestorben
6 37J. |w Indien | positiv positiv | positiv positiv negativ | gestorben

Tabelle - Ubersicht der Patientendaten einschlieRlich serologischer Charakteristika

2.2 Serologische Marker der Hepatitis-B/D-Virus-Infektionen

Serologische Marker der HBV- und der HDV-Infektion wurden mit Hilfe von kammerziell
erhdltlichen Assays von Abbat Laboratories, Chicago, IL, bestimmt, die poyklonale
Antikorper zur Detektion von HBeAg und HBsSAQ einsetzen. Antikorper gegen das HCV
wurden mit ,, Enzyme-linked immunaoassays® (ELISA) der Firma Ortho Diagnostic Systems,

Tokyo, Japan, untersucht.
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2.3 DNA-Isolierung aus dem Serum

Die Isolierung der DNA erfolgte in Anlehnurg an Protokall e von Sambrook (Sambrook et al.,
1989. Es wurden 380 pl der jeweiligen Serumprobe fir 4 h bei 65°C mit Lysepuffer,
bestehend aus 20 mM Tris/HCI (pH 8,0, 10 mM EDTA, 0,1 % SDS und 0,5 mg/ml
Proteinase K (Boehringer Mannheim, BRD), inkubert. Dadurch konrten die Serumproteine
unter konsequenter Schonurg der DNA abgebaut werden. Die Trennurg der DNA von den
Proteinresten erfolgte durch eine anschliel3ende Extraktion mit 500 pl Phend und eine
Zentrifugation fur 10 min bei 10.00@. Die sich im Uberstand befindende DNA wurde mit
500 pl Chloroform extrahiert und mit Isopropand (96%) und 150mM Natriumacdat in
Gegenwart von t-RNA fur 12 h bel -20°C gefdllt. Das gewonrene Pellet wurde in Ethanol
(75%) gewaschen und rach erneuter Zentrifugation (5 min, 10.000g) in 20 pl Wassr

resuspendiert.

2.4 Amplifikation der DNA

Die Amplifikation des gesamten HBV-Genoms erfolgte mittels vier verschiedener
Polymerase-K ettenrektionen (poymerase dhain readion, PCR) von einander Uberlappenden
HBV-DNA-Fragmenten. Die PCR wurde in einem Volumen von 25ul in Gegenwart von 50
mM KClI, 1,5mM MgCl, 10mM Tris/HCI (pH 8,3), 200mM dNTP (Boehringer Mannheim),
0,5U Taq DNA Polymerase (Boehringer Mannheim), 0,25uM der jeweili gen Primer und 1pl
der extrahierten DNA-Suspension duchgefiihrt. Nacd initialer Denaturierung der DNA bel
80°C fur 90 sec (hot start) folgten 30 Zyklen urter den nachstehenden Bedingungen:
Denaturierung der DNA fur 30 sec bei 94°C, ,,Anneding”, d.h. Bindurg der Primer an de
DNA-Strange, fur 30 sec bel 55°C und Kettenverlangerung fur 90 secbei 72°C. Ein Aliquat
von 5 pl des PCR-Produkes wurde ener Elektrophaese (Spannurg: 3-5 V/cm
Elektrodenabstand) in einem 1,5 %igen Agarosegel (Typ | EEO Agarose; Sigma, Minchen)
unterzogen, mit Ethidiumbromid (1pug/ml) angeférbt und urter UV-Licht ausgewertet. Durch
den in der Elektrophaese mit eingesetzten DNA-Léngenmarker konrte die Grofe der
amplifizierten DNA-Fragmente &geschéatzt werden (Abbildung 7). Jede PCR wurde

zusatzlich mit einer Positiv- und einer Negativkontrolle durchgefihrt.
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772bp- o — ame

Abbildung 7: PCR-Produkt nach der Elektrophorese im Agarosegel am Beispiel des Fragmentes |, M steht fur
Langenmarker, 1-6 steht fir die PCR-Produkte der jeweiligen Patienten, N steht fur Negativ-, P fir
Positivkontrolle

Fals kein Amplifikationsproduk als Bande sichtbar war, wurde 1 pl des PCR-Produktes
erneut amplifiziert. Fir diese zweite, sogenannte nested PCR wurden intern gelegene Primer
eingesetzt. Diese Re&tion erfolgte unter oben genannten Bedingungen fur 25 Zyklen (hot
start 90 sec bel 80°C, anschlieffend 30sec 94°C/ 30 sec 55°C/ 90 sec 72°C). Anschlief3end
wurde aneut ein Aliqua von jeweils 5ul der Produke ener Elektrophaese in eéinem 1,5
%igen Agarosegel bel einer Spannurg von 35V/cm Elektrodenabstand urterzogen. Danach

wurde das Gel wiederum angefarbt und unter UV-Licht ausgewertet (Abb. 8).
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Abbildung 8 Nested PCR-Produkt nach der Elektrophorese im Agarosegel am Beispiel des Fragmentes |, M
steht fur Langenmarker, 1-6 steht fur die PCR-Produkte der jeweili gen Patienten, N steht fUr Negativ-, P fir
Positivkontrolle

Folgende Primer wurden bei der Amplifizierung der vier genomischen Fragmente verwendet
(A, 1, P, M geben &uf¥re, innere, Plus- und Minus-Primer an). Die Nukleotidpasititonen

wurden entsprechend der Nomenklatur nach Galibert (Galibert et al., 1979) angegeben.

Primer fur Fragment I:

AP: 5-CTGTTTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGG (1715-1749)
AM: 5'-GATTAAAGACAGGTACAGTAGAAGAATAAAGCCC(2520-2487)
IP: 5-GTTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC (1757-1788)

IM: 5'-AGTAAAGTTCCCCACCTTATGAGTCCAAGG (2486-2457)

AF AM
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Lokalisation des Fragmentes |
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Primer fir Fragment I1:

AP: 5'-GCCTCATTTTGTGGGTCACCATATTCTTGGG (2802-2832)
AM: 5'-GGGGGTTGCGTCAGCAAACACTTGGC (1200-1175)

IP: 5-GGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGA (2813-2839)

IM: 5'-AGAAAGGCCTTGTAAGTTGGCG (1121-1101)

I
- =ull

P

31 IERE

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Lokalisation des Fragmentes |l

Primer flr Fragment IlI:

AP: 5'-CTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTC (1820-1845)
AM: 5'-CCTGAGCCTGAGGGCTCCACCCAA (3061-3037)
IP: 5-TTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT (1863-1899)
IM: 5'-ACCCCAAAAGGCCTCCGTGCGGT (3043-3021)

AF AL
- =nll
IP I
- =il

PC | C |
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Lokalisation des Fragmentes llI
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Primer fur Fragment IV:

AP: 5-ATTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTT (634-662)
AM: 5'-GGTGAAAAAGTTGCATGGTGCTGGTG (1829-1804)
IP: 5'-CTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGT (671-698)

IM: 5'-AGACCAATTTATGCCTACAGCCTCCTA (1800-1773)

AF A
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Lokalisation des Fragmentes IV

2.5 Herstellung von Einzelstrang-DNA

Die Einzelstrénge wurden duch eine asymmetrische PCR hergestellt. Dies geschah in einem
Endvdumen von 100ul unter Einsatz von 1 pl des jeweiligen PCR-Produktes, 1 mM des
Plus-Strang-Primers und 6,67uM des Minus-Strang-Primers, bzw. umgekehrt, d.h. jewells
ein Primer im UberschuR. Nach 25 Amplifikationszyklen, de unter den oben beschriebenen
Bedingungen duchgefuhrt wurden, wurde en Aliqua von jeweils 5 pl der Produke aner
Elektrophaese in einem 1,5 %igen Agarosegel bei einer Spannurg von 35 V/cm
Elektrodenabstand urterzogen. Danach wurde das Gel wiederum angeféarbt und urier UV-
Licht ausgewertet (Abb. 13, wobei eine darakteristische Doppelbande zu erkennen war,
welche die Einzel- bzw. Doppelstrénge darstellte. Anschlief3end erfolgte die Aufreinigung der
nun asymmetrischen PCR-Produlte Uber einer Zentrifugationssiule (Centricon 10Q Amicon),

wobei die eingesetzten Primer entfernt wurden.
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Abbildung 13 Produkte éner Asymmetrischen PCR zur Herstellung von DNA-Einzdstréngen an Beispiel des
Fragmentes |, Einzdstrang mit Plusausrichtung, M steht fir Langenmarker, 1-6 steht fir die asymmetrischen
PCR-Produkte der jeweiligen Patienten,

2.6 Sequenzierung des Virusgenoms

Die Sequenzierung der gewonrenen Einzelstrénge eafolgte direkt mit der Tedhnik der
Kettenabbruchmethode. Diese beruht auf einer Verhinderung der Elongation wéahrend der
DNA-Synthese durch den anteiligen Einsatz von Dideoxynukeosidtriphosphaten (ddNTD).
Die dadurch entstehenden, urterschiedlich langen DNA-Fragmente konren elektrophaetisch

aufgetrennt werden und lassen so deren Sequenz erkennen.

Die Sequenzierung der DNA-Einzelstrange wurde mit Hil fe von 3*S-markiertem dATP unter
Benutzung eines Sequenzierungskits (USB; Denver, CO) durchgefihrt. Fur die
Sequenzierungsregktion wurden 7 pl der DNA-Probe mit 2 pmol Sequenzierungsprimer in
einem Endvdumen von 10ul for 2 min bel 65°C inkubert und anschlief?end schorend
abgekiihlt. Nach Zusatz von 0,7pl **S-dATP, 1 pl 100mM DDT, 2 pl dNTP-Mix (je 1,5mM
dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und 2 pl 1:8 verdinrter Sequenase wurden je 3,5 pl dieses
Ansatzes zu 2,5 pl des vorgelegten Terminationsmixes, welcher jeweils ddATP, ddTTP,
ddCTP bzw. ddGTP enthdlt (USB; Denver, USA), gegeben. Nach 10 minitiger Sequenase-
Red&ktion bei 37°C wurde durch den Zusatz von 4ul ,, Stopping-Losung* (USB; Denver, USA)
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dieser Vorgang beendet. Sowohl Plus- al's auch Minusdrang wurden direkt sequenziert, wofUr
32 werschiedene Sense- und 30 Antisense-Primer zur Verfigung standen. In den
Uberlappenden Regionen wurden einige Sequenzierungsprimer flr zwei Fragmente benutzt.
Die dektrophaetische Auftrennurg der Nukleinsduren erfolgte in einem 0,25 mm dicken
Sequenzgel, bestehend aus 6 %igem Acrylamid, 0,2%igem Bisaaylamid und 7M Harnstoff,
400pl TEMED (N,N,N,N"-Tetraghylendiamin) und 10%igem Ammoniumpersulfat (APS in
50 ml TBE-Puffer (89 mM Tris-HCI, 89 mM Borsdure, 2,5mM EDTA). Vor dem Auftragen
der Proben wurden diese fir 2 min bei 75°C denaturiert. Die Elektrophaese wurde in einer
vertikalen Elektrophaesekammer bel einer Gell ange von 60cm unter einer Spannurg von 2,5

kV durchgefihrt.

2.7 Vergleichende Sequenzanalyse

Die Auswertung der Nukleotidsequenzen efolgte unter Zuhilfenahme des
Computerprogrammes "MacVedor". Die ehatenen Daten wurden mit 35 kampletten HBV -
DNA-Sequenzen von Patienten ohre fulminante HBV-Infektion werglichen, de der
Genomdatenbank des National Center for Biologicd Information (NCBI) entnommen wurden.
Hierbei wurde zwischen ,einzigartigen® Mutationen, d.h. solchen, de in den
Vergleichsequenzen nicht auftraten, und, seltenen* Mutationen, d.h.Veradnderungen, de in
den Vergleichsequenzen nicht ofter als dreimal auftraten, urterschieden. Dartiber hinaus
wurden de HBV-Genome bei fulminanter Hepatitis mit HDV-Koinfektion mit HBV-
Genomen fulminanter Hepatitiden, bei denen keine zusétzliche HDV-Infektion valag,

verglichen.
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Abbildung 14: Vereinfachte schematische Darstellung der Methodik
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3 Ergebnisse

3.1 Veranderungen der HBV-Population bei fulminanter Hepatitis B/D

In deser Studie wurde die gesamte virale Nukleotidsequenz von wer Patienten mit
fulminanter HBV/HDV-Infektion sowie von zwei weiteren Patienten, de nad einer
orthotopen Lebertransplantation eine fulminante Reinfektion mmd vaorbestehender
chronischen HBV/HDV-Infektion erlitten, urtersucht. Bei den zuletzt genannten Patienten
wurden de Viruspopuationen sowohl vor der Lebertransplantation, also zum Zeitpunk der
chronischen HBV/HDV-Infektion, als auch wéhrend der fulminanten Reinfektion radh
Transplantation urtersucht. Dies erfolgte durch eine direkte Sequenzierung von vier einander
Uberlappender, PCR-amplifizierter HBV-DNA-Fragmente. Hierdurch wurde e mdoglich,
sowohl die Nukleotidsequenz der jeweil s dominanten Viruspopuation, als auch das Vorliegen
von Heterogenitdten zusétzlich existenter Subpopuiationen zu erfasen. Mit dieser Methode
war es moglich, de Sequenz von Quasispezies zu urtersuchen, de mindestens einen Antell

von 20% an der Gesamtviruspopulation ausmachten.

3.1.1 Vergleich der Nukleinsduresequenz

Samtliche untersuchten HBV-DNA-Genome waren dem Genotyp D zuzuordnen. Daher
wurden Nukleinsdureaustausche im Vergleich zu der von Galibert et a. 1979 leschriebenen
Sequenz (Genotyp D, Subtyp ayw 3) analysiert. Die folgende Darstellung verdeutlicht die
Vertellung der Mutationen in den sedhs untersuchten HBV-Popuationen zum Zeitpunkt des
fulminanten Verlaufes im HBV-Genom (orientiert am Genotyp D, Subtyp ayw 3).
Funktionell wichtige Nukleotidregionen wurden duch graue Balken markiert. Die Zahlen
oberhalb des Rahmens, der das HBV-Genom darstellt, bezeichnen de jewelligen
Nukleotidpasitionen, de senkrechten Striche innerhalb des Rahmens reprasentieren jewells

eine gefundene Mutation.
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Abbildung 15 Schematische Darstellung der Verteilung der Mutationen (ber das gesamte Genom bei den
untersuchten Viruspopulationen der sechs Patienten (siehe Text)

Folgende Tabelle gibt die genaue Position aler nadgewiesenen Mutationen der
Viruspopulationen wahrend der fulminanten Hepatitis an.
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2318 |C[- [- [- |- |- |T 2609 [T[-|-]-|-[-]|C 3075 [T|-|-]|-|- C
2337 |C|A[- |- |- - 2624 [Al- |- |G|- |G|- Pos. |D|1|2[3]4]5]|6
2405 |C|- [- |- |- |a]|- Pos. |D|1[2|3]4]|5]|6 3076 [T[- |- |G - [A
Pos. |D|1[2[3]4]5]6 2625 [T[-|-|-|-[-]|C 3087 [T|- - |- [c]-
2477 |G- [- |- |- |A[A 2636 [T[-|-|-|C|- |- 3098 [C|- t-1-
2486 |T |- [- |- |- G 2645 [C[T|T|T|T|T|T S |3099 |C|- T|- -
2489 |G|t [- |- |- |- |- 2660 [G|- |- |- - | T P [3102 |C|- - - - |T
2507 |A[T[-[-|-]|-|- 2675 [Al- |- - |G 13107 [A]- - 1Gl- |-
2519 [T|-[-|-|-|-[C 2705 [T|- |- - |c 3108 [T|- - - 1G|-
2525 |T|- [C|- |- |- |- S |2738 |T|- |- - |C 3115 [T|- Al- |- |-
2534 |Al- [- |G]- |- |- P [2744 [C|- |- - | T 3138 [G|- Cl-[-1-
2537 [A[- |- |- |- |- [C I [2801 [C|- |t - |- 3154 [Al- |- |- |G|G|G
2547 |A|- G[-[- |- 2838 [G|- |- - |A 3155 [A|- |C]- |- [- |-
2555 [T|-[-|-|-|-[C 2840 [T|- |- - |G 3170- - - - - (D0
2561 |C|- [-[- |- |t |- 2907 [T|- |- Cl- 3172

2574 |Al-[- |- 1g9]- |- 2928 [C|- |t - |- 3173 |T|- - |- C
2575 |Al- [- |G]- |- |- 2937 [Al- |- - [G]- 3174 |G|- - |- |C]-
2588 |G- [- |- |- |- [A S |3008 |T|- |- Cl- |- 3176 |A|- - |- 1G]-
2600 |A[- [T[-]|-]-|- P [3012 [T]|- |- - [- 1A

2603 |C[T|[- |- |- |- |- Il {3013 [T|- |- - Y

Tabelle 2. Darstellung aler Mutationen in der dominanten HBV-Population von Patient 1-6. Regionen mit
regulatorischer Bedeutung (ENH 1-XP, ENH 1I-CP, SP I, SP Il) sind in der linken Positionsgalte schattiert;
Mutationen, die im Vergleich zu den 35 Genomen chronischer Hepatitiden einzigartig sind, wurden als
GroRRhuchstaben fettgedruckt und schattiert, solche die bei diesem Vergleich selten auftraten (nicht mehr als 3mal)
wurden als Kleinbuchstaben fettgedruckt und schattiert dargestellt. Die Nomenklatur richtet sich mach den
Empfehlungen der International Union of Biochemistry (Heterogenitéten: M= A oder C, Y=T oder C, K= G oder T,
W= A oder T, R= A oder G, S= G oder C). Deletionen wurden mit dem Symbol O dargestellt. Abkirzungen: Pos.:
Nukleotidpaosition mit Mutation, D: Nukleotid des Referenzgenoms vom Genotyp D (ayw), 1-6: Nukleotidaustausche,
die in den HBV-Populationen der Patienten 1-6 im Vergleich zum Referenzgenom auftraten

Die HBV-Genome dler Patienten mit fulminanter Hepatiti s wiesen Mutationen in all en Regionen
des Genoms auf. Insgesamt wurden 25 Positionen identifiziert, an denen héufig, mindestens
jedoch in drel von sedhs Sequenzen, Mutationen auftraten. Hierbei handelte es sch um die
Nukleotidpasitionen 1, 96, 346, 499, 520, 528, 533, 8881, 1050, 1053, 1059, 1080, 1249
1250, 1350, 1449, 1512, 1637, 1676, 1909, 1936, 2140, 2645 undA3124.deser Positionen
traten allerdings auch bei den 35 Vergleichs-HBV-Genomen von Patienten ohre FHB oft, d.h.
mehr als dreimal, Nukleinsureaustausche auf. Eine Ausnahme bil dete diesbeztiglich de Position
1936. Hier traten zwei T-zu-C-Austausche, welche in den Vergleichsgenomen nu einmal
auftraten, sowie e@n , einzigartiger, d.h.in den Vergleichsgenomen nicht aufgetretener, T-zu-A-
Austausch auf. Die moglichen funktionellen Auswirkungen deser Mutationen sind derzeit

unbekannt.
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Mutationen in Bereichen sogenannter "cis-ading regulatory elements' fanden besondere
Beadttung (in Tabelle 2 schwadh schattiert dargestellt), da Veranderungen der hier befindichen
Bindurgsdgellen fur Transkriptionsfaktoren wesentli che Veranderungen der viralen Eigenschaften
nach sich ziehen konrten. In der Region des SurfacePromotor | (Nukleotid 27112822,Chang et
a., 1989 wurden nu in zwel Sequenzen Mutationen gefunden, von denen eine ds , selten”
einzustufen ist. In finf HBV-Genomen fanden sich Mutationen im Bereich des SurfacePromotor
I (Nukleotid 30023202, Raney et al., 1989. Sedhs dieser Mutationen waren in den
Vergleichsdaten nicht beschrieben, zwei weitere Mutationen konrten als , selten” eingestuft
werden. In der Region des Enhancer 1-X-Promotor (Nukleotid 9631354,Chang et a., 1989und
Treinin et al., 1987 sowie des Enhancer 11-Core Promotor (Nukleotid 15911850, Yee ¢ al.,
1989 undLopez-Cabrera d al., 1990 traten Mutationen in alen urtersuchten HBV-Genomen
auf. Besonders im Bereich des Enhancer I-X-Promotor war eine deutliche Akkumulation von
Nukleotidaustauschen zu verzeichnen (wie in Abb. 16 drgestellt). Zusétzlich zu den eigenen
Befunden (als P1-6 bezeichnet) wurde zum Vergleich de Mutationsverteilung von reun weiteren
HBV-Genomen vonPatienten mit FHB (Sternedk et al., 1996 als V1-9 bezeichnet) sowie die der
von Hasegawa 1994 (als FH-Strang bezeichnet) und Ogata 1993 (s HT-Strang bezeichnet)
beschriebenen Strénge dargestellt. Diese beiden Isolate stellen die zuerst komplett sequenzierten

HBV-Genome von Patienten mit FHB dar.
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Mutationen im Bereich des ENH I-XP in den daminanten HBV-Popuationen der seds
untersuchten Patienten mit FHB/D (P1-6), der neun zuvor untersuchten Patienten mit FHB (V1-
9, Sternedk et al., 1996, dem HT-Strang (Ogata € a., 1993 sowie dem FH-Strang (Hasegawa €
al., 1994):

963 1000
+ * C/ EBP
AYWB  TAACAGGCCTATTGATTGGAAAGTATGT CAACGAATTGTGGGTCTTTTGGGT TTTGCTGOCCCT TTTACA
P1-6 A T GA C A C G A T WY G
C
VI-9 C T A CC G A G T A CT
C G
FH A T C A C
HT C T A T
1050 1100
* NF1
AYWB  CAATGTGGTTATCCT GOGTTGATGCCT TTGTATGCAT GTATTCAATCTAAGCAGGCTTTCACTTTCTOGC
P1-6 A C C A cC A 1T A GGG R A T C T
T A K
Y
VI-9 T A C A C C A
FH C A A T
HT T AA C A
RXR/ PPAR 1150
HNF3 HNF4 * EF-C RFX1 NF1
AYWB  CAACTTACAAGGCCTTTCT GTGTAAACAATACCT GAACCT TTACCCCGT TGOCCGGCAACGGCCAGGTCT
P1-6 T RA G A T W
Vi-9 C T
FH T C T
HT C
1200
NF1  H\NF3 APL C/EBP * NF1
AYWB  GTGCCAAGTGT TTGCT GACGCAACCCCCACT GGCT GGGGCT TGGT CATGGGCCAT CAGCGCAT GCGTGGA
P1-6 CT
VI-9 G T cC A A G
FH A cC A G
HT G
1250 1300
* *
AYWB  ACCTTTTCGGCTCCT CTGOCGAT CCATACT GCGGAACT CCTAGCCGCT TGTTTTGCTCGCAGCAGGTCTG
P1-6 CT A C
A
Vi-9 cCrT
A
FH GT A
HT cT
1350
*
AYWB  GAGCAAACATTATCGGGACT GATAACTCTGTTGTCCTATCCC
PI-6 A S C G T T
C
Vi-9 C C A GC A T C
z
FH AC C cC T
HT G T C

Abbildung 16 Darstellung der Mutationen der untersuchten dominanten HBV-Populationen (P1-6) im Bereich des
ENH I-XP im Vergleich mit Wildtypvirus (ayw3), dem HT- und dem FH-Strang sowie den neun weiteren
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fulminanten Stréngen V1-9 (siehe Text). Bindungsgellen fur Transkriptionsfaktoren (C/EBP, NF1, HNF3, HNF4,
RXR, PPAR, EF-C:RFX1, AP1, SP1) wurden unterstrichen
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Mutationen im Bereich des ENH [I-CP in den daminanten HBV-Popuationen der seds
untersuchten Patienten mit FHB/D (P1-6), der neun zuvor untersuchten Patienten mit FHB (V1-
9, Sternedk et al., 1996, dem HT-Strang (Ogata € a., 1993 sowie dem FH-Strang (Hasegawa €
al., 1994):

1591 1650
* SP1 C/ EBP *C/ EBP
AYW  TCACCTCTGCACGT CGCATGGAGACCACCGT GAACGCCCACCAAATATTGOCCAAGGT CTTACATAAGAG
P1-6 M A Y GT CY
V-9 A G TGG C
C
HT T GGG T
FH TTTC T
1700
HNF 4 HNF 3% * HNF 3
AYW  GACTCTTGGACT CTCAGCAAT GT CAACGACCGACCT TGAGGCATACT TCAAAGACTGTTTGTTTAAAGAC
[PI-6__ G TAT G C
Vi-9 G TT C G
HT T G
FH TT G
1750 RXR/ PPAR 1800
SP1 SPL * HNF4 TBP *
AYW  TGGGAGGAGT TGGGGGAGGAGATTAGGT TAAAGGT CT TTGTACTAGGAGGCT GTAGGCATAAATTGGTCT
P1-6 CRA_TA
Vi-9 C CCG A CIAG TC
T
HT AC TA
FH TA A TATA T
1850
*
AYW  GOGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGOCTAATCATCTCTTGTT
[P1-6 T
Vi-9 A A
HT T
FH G

Abbildung 17 Darstellungder Mutationen der dominanten HBV-Populationen (P1-6) im Bereich des ENH 1-XP im
Vergleich mit dem Wildvirustyp (ayw3), dem HT- und dem FH-Strang sowie den neun weiteren fulminanten
Stréngen V1-9 (siehe Text). Bindungsgellen fur Transkriptionsfaktoren (C/EBP, HNF3, HNF4, RXR, PPAR, SP1,
TBP) wurden unterstrichen.
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Ein A-zu-T-Austausch in Position 1762 undein G-zu-A-Austausch in Position 1764, von ehen
vermutet wurde, sie seien mit fulminanten Verlaufen asoziiert, fanden sich nu in einer der
HBV-Popuationen der Patienten. In Nukleotidpasition 1816 (Precore-Start-Kodon) wurde im
HBV-Genom der Patienten 2 und 6ein G-zu-T-Austausch nadhgewiesen, der zu einem Verlust
der Expresson vonHBeAg fiuhrt. Eine Precore-StopkodonMutation in Position 1896fand sich
in zwel weiteren Falen (Patienten 1 und 5siehe Abbildung 18). Damit sind vier der untersuchten

HBV-Genome nicht zur HBeAg-Expression fahig.

Nukleotidpositionen: 1889-1902\ukleotidpositionen:

1889-1902
Wildtyp Precore-Stopkodon-
mutation
G A T C G A T C
“ - o .
- hma !
-t — G-A
- -
_—— | — H
-

Abbildung 18: Darstellung der Precore-Stopkodonmutante in Position 1896 im Sequenzgel
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In zwei von sedhs Fallen wurde @ne von D. Fernhdz et al. 1991 leschriebene Virusvariante
gefunden, de ane Pre-S2-Startkodondtletion sowie @ne Deletion von neun weiteren
Nukleotiden (Position 44-52) im Pre-S2-Gen aufwies (siehe Abbildung 19).

Nukleotidbereich: 3163-3182 Nukleotidbereich: 39-60
Wildtyp: Deletierte Mutante: Wildtyp: Deletierte Mutante:
G A TC G A TC G A TC G A TC
i t ‘ ‘ L
- - L I
.-
. - G-A
- - » -
-.».¥ = - .
- . - e
- - - : -
....................... - " w|oc-c 1 S
- -
& a A-G
- - -
- -
.
; - > b -
. . -
g s -
-~
Ed
S

Abbildung 19: Die Pre-S2-Deletionsmutation im Sequenzgel

3.1.2 Vergleich der Aminosauresequenz

Aminosaureaustausche zeigten sich in alen vier offenen Leserahmen. Die folgenden Tabellen
zeigen de Veranderungen der Aminosauresequenzen der Proteine von cen sedhs untersuchten
Falen urter Berlicksichtigung der Haufigkeit im Vergleich zu 35Vergleichsgenomen ohre FHB.

Als Referenz wurde die Aminosauresequenz des Genotyps D gewahlt.
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Precore-Protein: 128 |L|- |- [-|-|0|O 328 |L|-[-[-[-[-]I
AA  [D[1]2]3]4]5]6 129 |Y[-[-[-[-[o|o 330 |L|-[-[|-[-[-|H
1 M- 130 [F[- [- [Y[L][o|o 342 [Al-]- |- [-]7]-
28 (Ws|-|-|-|s]| 139 [T[A[- - |- |- |- 351 [1[-[- |- [-]7]-
t t 144 [L|P[P|P[P|P|P 353 |R|-[- |- [-[s]-
s Tl T ol 147 |Al-[-[-[-[- [V 356 |S|-|-|-1- |- |A
Core-Protein 149 1P| - |- [HI- |- 358 |Vi-f-1-f1]- |
= Tpl- - T-TsI- 150 [L|-[-[-[-[-[n 373 |Al- |- [-|-[- [E
o T sl-1- 160 [P[-[- |- [L]- [ 388 |N|- |- [- [K[t]-
26 |s]|-[-|-|T]|-]- S-Protein 389 |Y|-|-|-[D|H]-
29 |D|- |- |- [E]- |- 3 IN[S[-]-[-T- 426 |L|-[-[-[- ] [-
38 |[Y[- |- [-[F|- 8 |[F[-[-[-[-]L]- 450 [L[-[- |- [V[-[-
40 |E|-|-|-[D|- |- 10 [g]-[- |- |- [A]- 459 |N[H[H[- [H[H]Y
67 |Ti-1-|-INI-| 20 [F[-[-[-[-]-]s 465 [P[s]-[-[-]-]Q
;g X:::::? 30 Q- [-[-[-[-[K 466 | D|N|N|[N[N[H[-
EIE LY P SR B AP B 40 IN[-[-[- [-[S]- 470 [Y[-[s[-[s[-[H
oo T T T Tml T 45 [T[-[- |- [K]P]- 583 [N[-[- |- [-[-[H
113 [E[Q-1-1-1-1- 96 |Vv[-[-]-]-]g]- 501 [c|s|-[-[-]-]-
130 |P|- [- [- |- |Q]- 125 |M[- |T|T|T|-|T 592 |Y|[-|-1|-[H]-|-
169 1Q[- |- |- |- [K[- 127 [T[-[P|P[P]- |- 598 [E[-[-[-[-[-|D
X-Protein 193 [S|-[-|-|L]|-|- 601 |l [- |V|[r|V]-]|-
AA [D[1]2]3]4]5]6 207 [s[-[-IN[-[- - 605 [K[-[- |- [t]- -
17 cl-[- -] [-1r 224 |v[-]-]-]-1al- 606 |E|- |- |D[- |- |-
26 |c[-|R[R[R]-|R P-Protein 613 |1 |- [V[V]V]V]Vv
36 |T|-|-|D[-[-]- AA |D[1]2]3]4[5]6 648 |A[V[-[-]-]-1-
46 [P[-[-[-[-|-]s 10 [RIK[-[-[-[-]- 652 [S|- [Al- [A]- |-
47 [T[- [A[-[P[- A 81 [N[- [- [D[-[-[- 660 |P[s|- |- [-[- |-
48 [D[-[-[-[-]-|n 90 [K[-[-[R[e]- - 667 [c|-[s|-[-]- |-
80 |E|-[- [K[-[-]- 118 |[K[- [N[- |- - |N 671 |L|- M- [-]-]-
88 |1 |-|-[F[-[-[F 178 [p|- |- |- [- [- [K 698 |V|- |- [- [A[-]-
97 |T|- [Al-]-]-]- 201 [s[- [- [-[-[P[- 699 |M- [- [-[1]-]-
102 [Al-[-]T]-[- |- 208 [R[-[c|-[-[- |- 709 [s]-[-[L[L[L]Q
106 |T]|- |- |- [A]- |- 211 |R|- |- [- [-[g]- 731 |Al-[T]-[-]- -
127 i [-[-]-|7[™M- 236 [F[-[-|[-[-[-]T 732 [N[- [K]|-[-]- |-
130 [K|- [- [- [M[- |- 257 |F|-[-[c[-]-]H 734 |1 |- [-[-[-]-]C
1 |v[-[-[-[1]-]- 261 [s[-[- |- [- [p]- 746 |Y[-|-|-]-]-|F
g |- [F[-[-]-|F 265 |L|- |- [F[-[-[- 749 |Fly|- |- |- |- |-
Pre-S-Protein 266 |H[-[-[-|-[-]Y 786 |L|[-[-[I]|-[-]|-
AA  [D[1]2]3]4]5]6 268 [s|-[- |- |- [A]l- 787 |s|-[Y[-[-]-1-
54 |L|-[-[-[P[-]- 270 |v|-|-[p[-[- [- 807 |D|- |- [A[-[- |-
56 |F|-[-[-[-[-]C 278 |V[-[-[L[-[-[- 817 |p|- |[Vv]- [-[- |-
77 |L[-[-|V]-]- ™ 283 |K|- [N[- [R[R[R 829 |W-[-[o]-[- |-
84 |Al-[v[-]-]-1- 288 |Gl|- [- |- |- [D]- /
87 [N[- |- |- [S]K]- 289 [H[-[- |- [-[olo C
9 |[s|-[-]T]-]-1- 290 |Al-[-|-[-1P]- 830 |R|- [-[-[-[k]-
103 [N[- [T]- [D[D|D 293 [F[-[L]- [L]L]L
108 [Al- [-[-[-1]- 294 [H-[-[-[-]-]Q
109 [M-[-[-|-[0]o 297 [P[s]- |- [-]- |-
110 [Q[- |- [- |- [R[- 307 [R[-[-[-|-]s]s
114 |T[-[-[-]-]- K 308 [P[-[-[-]-[o]o
124 [R[-[- |- |- [K[K AA [D[1]2]3]4]5]6
126 |R[-[- [- |- [K]- 309 [v[-]-[-]-]o]|o
AA  |D[1|2|3[4|5]|6 310 |F|- |- (L|S|O|O
127 |G|- |- |- |- |V|V 319 [N|S]-[-|-]|-|-

Tabellen 3-6: Die vier Tabellen stellen ale Aminosaurenaustausche in den HBV-Populationen der 6 Patienten
mit FHB/D dar. Seltene (Kleinbuchstaben) und einzigartige (Grof3kuchstaben) Veranderungen sind schattiert
dargestellt (Nomenklatur entsprechen den Empfehlungen der International Union of Biochemistry). Deletionen
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wurden mit dem Symbol [0 dargestellt. Abkirzungen: AA: Position des Aminosdureaustausches, D: Aminosaure
des Referenzgenoms mit Genotyp D, 1-6: Aminosaureaustausche in den HBV-Populationen der Patienten 1-6.
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3.1.2.1 Veranderungen in der Aminosduresequenz der Precore-/Core-Region

Veranderungen der Aminosduresequenz prasentierten sich bei den urtersuchten HBV-
Popuationen gehauft in der Precore-/Core-Region. Eine bereits erwéhnte Precore-Stopkodon
Mutationim Kodon 28, von & Asziationen zu fulminanten Verl&ufen beschrieben wurden,
fand sich in zwel der seds untersuchten Genome. Zusétzlich wurden in zwel Sequenzen
Precore-StartkodonMutationen gefunden. Die fur die Sekretion und Antigenitét
bedeutungsvollen Cysteinpasitionen 23 (Preare) und 61 (Core) (Nassal und Riegel, 1993
waren unwerandert. Ebenso korstant blieben de strukturell und damit auch fur die Antigenitat
wichtigen Cysteinpositionen 48, 107 und 183 der Core-Region (Zheng et al., 1992).

3.1.2.2 Veranderungen in der Aminosduresequenz der Pre-S-/S-Region

In alen sedhs untersuchten HBV-Popuationen zeigten sich Aminosdureaustausche im groféen
Hull protein, bestehend aus dem Pre-S1-, Pre-S2- und dem S-Region. Die fur die Antigenitét
bedeutsame "a'-Determinante (Kodon 124147), insbesondere die Cysteine in den Positionen
124, 137, 139 und 147]iboen unkeanfluf. In vier von sedhs Féllen kam es am Kodon 125
zu einem Austausch vonMethionin undThreonin undin drei von sedhs Féllen am Kodon 127
zu einem Austausch von Threonin undProlin, wie sie jedoch auch bei Patienten ohre FHB
gefunden wurden. In zwei Falen fand sich eine bereits erwéhnte Pre-S2-Startkodondietion in
Verbindurg mit einer Deletion von del weiteren Aminosduren im Pre-S2-Bereich (Leucin,
Thyrosin, Phenylalanin; Kodon 128130, Abb. 19. Die fir die Sekretion vonViruspartikeln
esentiellen Cysteine in den Positionen 48, 65 und 69 @ S-Region (Mangold et a., 1993

blieben in allen Fallen erhalten.

3.1.2.3 Veranderungen in der Aminosduresequenz der P-Region

In der P-Region waren Aminaosdureaustausche vorwiegend in der Space-Region (Aminoséure
181-340), in der Polymerase-/Reverse-Transkriptase-Domane (Aminosdure 341-680) und der
RNase-H-Region (Aminosaure 681-832) zu finden (Nassdl und Schaller, 1993. Eine
Unterbrechung des P-Leserahmens durch eine Stopkodomutation war nicht nachweisbar. Die
Im Pre-S2-Bereich nadhgewiesenen Deletionen fanden sich in desem Leserahmen in der
Space-Region wieder. Relativ wenige Austausche zeigten sich in der for die

Polymerasefunktion wichtigen Doméne des terminalen Proteines, insbesondere blieben das
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"priming Tyrosin" in Position 63 (Weber et a., 1999 sowie die benachbarten Aminosauren
(18-80) unveréndert. Ein Teil des aktiven Zentrums der Reversen Transkriptase, das

sogenannte ,YMDD Motiv* (Aminosaure 538-541), wies in keinem Fall Veranderungen auf.

3.1.2.4 Veranderungen in der Aminosduresequenz der X-Region

In funf der sechs untersuchten Fale konnten Verdnderungen der Aminosauresequenz des X-
Proteins gefunden werden. Zwei Domanen, im Ared um die Aminosaure 70 sowie um die
Amincsaure 130, scheinen eine esentielle Bedeutung fur die Transaktivierungsfunktion zu
besitzen (Runkel et a., 1993. Wéahrend de Region in der Umgebung der Position 70(49-79)
in allen urtersuchten Falen korstant blieb, gab es in zwel Sequenzen Verdnderungen im
Ared um die Aminosdure 130. Mutationen im Bereich der der Kunitz-Doméane énlichen
Region, welche die Transaktivierungsfunktion kedanflussen konrten (Takada d al., 1999,

traten nicht auf.
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3.2 Veranderungen der HBV-Population bei Patienten mit fulminanter
HBV/HDV-Reinfektion nach Lebertransplantation

3.2.1 Veranderungen der HBV-Nukleotidsequenz im Verlauf

Ziel dieses Tells der Studie war es, die strukturellen Unterschiede der HBV-Popuation zu
analysieren, de bei den gleichen Patienten zum Zeitpunkt einer chronischen HBV-Infektion
und einer fulminanten Reinfektion rach Lebertransplantation existieren. Es ist méglich, dal3
die Verénderungen in der Viruspopudation fur die schwere Exazerbation des
Krankheitsverlaufs ausschlaggebend sind. Hierzu wurden de kompletten DNA-Sequenzen der
HBV-Genome zweier Patienten wahrend einer chronischen HBV -Infektion undwahrend einer
fulminanten Hepatitis nach einer orthotopen Lebertransplantation urtersucht. Da die HBV-
Genome dem Genatyp D am dhnli chsten waren, wahlten wir dieses a's Referenzgenom fur die

Sequenzanalyse (Galibert et al., 1979).

Zahlreiche Mutationen wurden in alen Bereichen des Genomes gefunden. Der Gberwiegende
Tell davon konrie sowohl vor, als auch nach Lebertransplantation radhgewiesen werden. In

Tabelle 7 sind alle identifizierten Sequenzunterschiede aufgefihrt.

Pos. |D[5(5(6|6 Pos. |D|5(5(6|6 Pos. |D|5(5(6|6
pip(p|p pip(p|p pip(p|p
rjofr]o rjofr]o rjofr]o
als|als alslals alslals

t t t t t t

213 |T|- |- [c|- 1092 [C|- |- T 1899 |G|- |A -

242 |C|- |- [a|r 1097 [T|C|- |- |- 1913 [C|- |T|- |-

300 |T|K|- |- |- 1249 [T|- |C]|- |- 1984 [A|- |- |T]|-

532 |T|-|-|Y|[C 1250 [C|- |T|- |- 2024 |T|- c|-

825 |T|Aflc|- |- 1495 [C[M|- |- |- 2029 |G|- S|-

826 |A|T|- - 1613 [G|- |a |- |- 2092 |A|- |- [R]-

827 |T|A|- - 1635 [A[M]- |- |- 2093 |C|- |- [T|-

881 |Glk]|- - 1637 |A|- |- |- |C 2200 |C|- |- |A[R

931 |A|C|- - 1678 |C|- T|- 2289 |C|- [M]|- |-

949 |A|C|- |- |- 1724 [T|- |- |- |c 2405 |C|K]|a -

1077 [A[- |- |- |g 1754 [T |- |G|- |- 2609 |T|- C

1080 |T|- |- [- |G 1755 [A[R]- |- |- 3013 |T|- - 1Y

1083 |G|- |R]|- |- 1816 (G- |- |- |T 3076 |T|- W A

Tabelle 7: Darstellung aller Sequenzunterschiede der HBV-Populationen zum Zeitpunkt der chronischen (pré)
und der fulminanten (post) Infektion. Regionen mit regulatorischer Bedeutung (ENH 1-XP, ENH 11-CP, SP I, SP
I) sind in der linken Positionsgalte schattiert; Mutationen, die im Vergleich mit 35 Genomen chronischer
Hepatitiden einzigartig sind, wurden als Grol3huchstaben fettgedruckt, solche, die bei diesem Vergleich selten
auftraten (nicht mehr als 3mal), wurden als Kleinbuchstaben fettgedruckt und jeweils shattiert dargestellt. Die
Nomenklatur richtet sich nach den Empfehlungen der International Union of Biochemistry (Heterogenitéten: M=
A oder C,Y=T oder C, K=G oder T, W= A oder T, R= A oder G, S= G oder C). Deletionen wurden mit dem
Symbol O dargestellt. Abkirzungen: Pos.: Nukleotidpasition mit Mutation, D: Nukleotid des Referenzgenoms
vom Genotyp D (ayw), 5 bzw. 6: Nukleotidveranderungen in den HBV-Populationen der Patienten 5 bzw. 6.
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Berticksichtigt man den Zeitraum, in dem sich dese Verdnderungen entwickelten (sieben
bzw. vier Monate), erkennt man eine eher geringe Anzahl von Veranderungen (1,1 x102 bzw.
1,8 x10? Mutationen pro Seite und Jahr). Es konrte jedoch keine bestimmte Mutation
identifiziert werden, dein beiden Féllen im Rahmen des fulminanten Krankheitsverlaufes neu
auftrat. Die Genomveranderungen zeigten eine leichte, nicht signifikante Haufung in den cis-
ading regulatory elements. Daneben zeigte sich keine Veranderung der

Kortikoidrezeptorregion (Nukleotidpositionen 338-367, Tur-Kaspa et al., 1988).

3.2.2 Veranderungen der Aminosauresequenz im Verlauf

Die Unterschiede zwischen den Aminosauresequenzen der HBV-Popuationen der Patienten 5
und 6zum Zeitpunkt der chronischen undfulminanten Infektion sind in den Tabellen 811
dargestellt. Ausgesprochen wenig Aminosaureverénderungen zeigten sich im Precore- und
Core-Bereich. Insbesondere die fir die Sekretion und Antigenitét des HBeAg wichtigen
Cysteine in den Positionen 23 dr Premre-Region lzw. 61 der Core-Region (Nassl und
Rieger, 1993 sowie die strukturell und immundogisch bedeutsamen Cysteine in den
Positionen 48, 61, 107 und 183ezslCore-Proteins (Zheng et al., 1999 blieben in alen Fallen
unverandert. Ein interessanter Befund deser Studie ist, dal3 zum Zeitpunk der fulminanten
Infektion de Viruspopuationen beider Patienten kein HBeAg exprimieren konrten. In einem
Fall bildete sich dieser Defekt erst nach der Lebertransplantation heraus, indem das Precore-
Initiationskodon mutierte. In dem anderen Fall lag eine Precore-Stopkodomutation in

Position 1896 vor und nach der Lebertransplantation vor.

In beiden Félen wurde @ne Deletion der Pre-S2-Initiation, de mit einer weiteren Deletion
von 3 Aminocsauren im Pre-S2-Bereich kombiniert war, gefunden. Dadurch wurde die
Synthese des mittleren S-Proteins verhindert. Diese Veranderung trat sowohl wahrend des
chronischen, al's auch wahrend des fulminanten Krankheitsverlaufes gleichermal3en auf. Beide
Patienten wurden mit polyklonalen anti-HBsAg-Immunglobuinen behandelt. Unter dieser
Therapie trat keine neue Mutation im Bereich der immundogisch bedeutsamen ,a“-
Determinante der SurfaceRegion auf. Die fur die Sekretion \raler Partikel essentiellen
Cysteinein den Positionen 48, 65 und 69t S-Region (Mangold et al., 1993 blieben in alen

Fallen konserviert.
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Es zeigten sich nu wenige Verdnderungen in den funktionell bedeutenden Bereichen des
Polymerase-Proteins, einschliefdlich des Priming Tyrosin, der reversen Transkriptase sowie

der RNase H. Die Kunitz-Doméanen-ahnliche Region des X-Proteines zeigte sich in keinem

Fall mutiert.
C-Protein Pre-S-Protein P-Protein X-Protein
AA D|5|5|6(6 AA [D|5|5(6|6 AA D|5|5|6(6 AA [D|5|5(6|6
Pip(P|P pPIp(P|P Pip(P|P PIp(P|P
rjojr|o rjo|r|o rjojr|o rjo|r|o
alsjals alslals alsjals alslals
t t t t t t t t
1 M | 56 F - |- (L 236 |F|-|-|I|T 41 S(Y|[- |- ]-
29 G|- [D - 77 Li|- - M 257 |F|-|-|L[H 88 I |- L|F
C-Protein S-Protein 603 [K|QJ|- |- |- 102 |A|- |- |V]-
5 Pl- [S|- |- 49 LIR|-[-]- 658 |F|S|- |- |- 127 |1l |- [M]- |-
130 |P|[- |Q|- |- 224 |V|Dla|- |- 709 |S|-|L|- 148 |(C|- |- |- |F
169 |Q|E|K]|- |- 225 |Y|N]|- |- |- 791 |L|I |- |- |-
830 |R|- k|- |-

Tabellen 8-11 Die vier Tabellen stellen alle Veranderungen in der Aminosauresequenz in den offenen
Leserahmen dar, die sich, ausgehend vom chronischen Infektionsstatus, zum fulminanten Krankheitsverlauf
ereignet haben, seltene (Kleinbuchstaben) und einzigartige (Grol3buchstaben) Veranderungen sind schattiert
dargestellt. Die Nomenklatur richtet sich nach den Empfehlungen der International Union of Biochemistry.
Deletionen wurden mit dem Symhol dargestellt. Abkiirzungen: AA: Position des Aminosaureaustausches, D:
Aminosaure des Referenzgenoms mit Genotyp D, 5 und 6: Veranderungen in der Aminosauresequenz in den
HBV-Populationen der Patienten 5 und 6, pra: Zeitpunkt der chronischen Infektion, post: Zeitpunkt der
fulminanten Infektion.

3.2.3 Hepatische Expression von HBV- und HDV-Antigenen

In den explantierten Lebern der Patienten 5 und 6 wurde HBSAg in keineren
Hepatozytengruppen exprimiert. HBCAg wurde mit nukded&er und zytoplasmatischer
Lokalisationin zirrhotischen Knaten verstreut, insgesamt in weniger als 10% der Hepatozyten
detektiert. HDAg war ebenfalls vereinzelt in den Explantaten beider Patienten festzustellen.
Die postmortal enthommenen Leberproben zeigten eine massv erhbhe HBV-
Proteinexpresgon in mehr as 90% der verbleibenden Hepatozyten mit einer starken
Immunfarbung fur HBsAg und HBcAg. In Analogie hierzu war auch eine ehéhie HDAgQ

Expression mit nukledrer und zytoplasmatischer Lokalisation festzustellen.
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3.3 HBV-Varianten bei fulminanten Hepatitiden mit und ohne HDV-Koinfektion

Parallel zu der hier durchgefihrten kompletten Sequenzanalyse von HBV-Genomen von
Patienten mit FHB und HDV-Koinfektion, wurden de HBV-Genome von 9 Patienten mit
FHB ohre HDV-Koinfektion urtersucht. Die folgenden strukturellen Charakteristika fanden
sich in den HBV-Varianten der Patienten ohne HDV-Koinfektion (Sterneck et al., 1996):

» Eswurde keine spezifische, alen Genomen gemeinsame Mutation gefunden. Statt dessen
fanden sich zahlreiche, z.T. vorher nicht beschriebene Mutationen in den verschiedenen
Genombereichen.

» Mutationen, de die HBeAg-Expresson verhindern, insbesondere die Preare-Stopkodon
Mutante in Position 1896, fanden sich bei ca. der Halfte der Falle (4/9).

» Mutationen, fur die in vitro gezeigt wurde, dal3 sie die HBeAg-Expresson werringern
konnen (T-1762/A-1764), waren in einem Drittel der Falle vorhanden (3/9).

» Eine Haufung von reuen undseltenen Mutationen wurde in der Region des ENH I1/Core

Promotors gefunden.

Im Einklang mit diesen Ergebnissen fanden sich auch bei den HDV-koinfizierten Patienten
mit FHB zahlreiche neue Mutationen in den offenen Leserahmen des HBV-Genoms, wobel
keine Einzemutation as gezifisch fir den fulminanten Verlauf identifiziert wurde.
Desweiteren wurden auch de Mutationen, de die HBeAg-Expresson verhindern kdnren, in
ahnlich hoker Frequenz, namlich bel zwei Dritteln der Falle gefunden (4/6), wobei bei zwel
Popuationen eine Prere-Startkodommutante (T-1816 und in weiteren zwei Popuationen
eine Precore-StopkodonM utante (A-1896 vorlag. Die oben aufgeftihrte Mutation (T-1762A-
1764 war in nu einem Fall (1/6) existent. Ubereinstimmend mit den og. Daten, fand sich
auch in den Féllen mit HDV-Koinfektion eine Haufung von Mutationen in der Region des
ENH 1l/Core Promotor.



51

4 Diskussion

4.1 Ziel dieser Studie

Die Pathogenese der fulminanten Hepatitis B und dr fulminanten Hepatitis B/D ist
weitgehend urgeklart. Sowohl virale ds auch wirtsgezifische Faktoren spielen vermutlich

eine Rolle.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob de fulminante HBV-/HDV-Infektion mit
dem Vorkommen bestimmter HBV-Varianten assziiert ist. Hierzu wurde die gesamte HBV -
DNA-Sequenz von sedhs Patienten mit fulminanter Hepatitis B/D anaysiert. Vier dieser
Patienten hatten eine fulminante Hepatitis B mit HDV-Koinfektion. Zwei Patienten
entwickelten mach einer orthotopen Lebertransplantation (LTx) eine fulminant verlaufende
HBV-/HDV-Reinfektion, wobei vor der Transplantation eine dronische Hepatitis B/D
bestand. Von desen Patienten wurde sowohl HBV-DNA vor der Transplantation, d.h.im
chronischen HBV-Infektionsdatus, als auch zum Zeitpunk der fulminanten Reinfektion
untersucht. Ziel hierbei war es festzustellen, ob gleiche oder unterschiedliche
Viruspopuationen zum Zeitpunkt der chronischen bezw. der fulminanten Infektion valiegen.
Diesesin-vivo-Modell i st deshalb so interessant, well jeweil s bel dem gleichen Patienten zwei
verschiedene Verlaufsformen der Hepatitis B/D nadcheinander ablaufen, wobei aufgrund der
starken immunsuppressven Therapie nadh der Lebertransplantation eine agressve
Immunabwehr des Wirtes als pathogenetischer Faktor eine nur untergeordnete Rolle spielen
dirfte. Zusétzlich konrte die Behandung der Patienten mit Anti-HBs-Hyperimmunglobuin
as Seektionsfaktor bedeutsam sein. Bidang ist nicht bekannt, ob lestimmte
Viruspopuationen nad einer Lebertransplantation selektioniert werden oder ob de gleiche
Viruspopuation erneut auftritt und de in urseren Falen fulminante Reinfektion kewirkt
haben konrte. Durch de Explantation der chronisch infizierten Leber wird der
Hauptviruspod entfernt. Die Reinfektion des neu implantierten Organs erfolgte vermutlich

durch eine Subpopulation aus einem bislang extrahepatischen Viruspool.
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4.2 Originalitat der vorliegenden Arbeit

In mehreren vorangegangenen Arbeiten wurden Teilbereiche, insbesondere die Precore-
Region der HBV-Genome von Patienten mit FHB analysiert. Diese Studien legen de
Vermutung nahe, dald kestimmte Mutationen mit einem fulminanten Verlauf assziiert sind.
Aber bislang existierten kaum Daten Uber die Nukleotidsequenz des gesamten Genoms,
obgleich in allen Bereichen paentiell bedeutungsvoll e Mutationen fir die Immunagenitdt und

Replikationskompetenz des Virus vorhanden sein konnten.

Zu Beginn deser Studie eistierten nur zwei Arbeiten, de die gesamte HBV-DNA-Sequenz
von Virusvarianten, welche bei fulminanter Hepatitis B gefunden wurden, urtersucht hatten.
Eine Studie, die das gesamte HBV-Genom be gleichzeitigem Vorliegen einer HDV-
Koinfektion analysierte, existierte nicht. Verglichen mit den Resultaten der Studien, de bei
fulminanten Verlaufen einzelne Genombereiche aiswerteten, zeigten sich zum Tell
unterschiedliche, mitunter gegensétzliche Ergebniss. Hier war es also ndwendig, weitere

Sequenzdaten aus allen Bereichen des HBV-Genoms zu gewinnen und auszuwerten.

Ein usddlicher Medhanismus, warum HBV/HDV -Infektionen in eéinem hoéheren Prozentsatz
fulminant verlaufen (Smedile & a., 1983, konrte bislang noch nicht nachgewiesen werden.
Unsere Studie untersucht u.a., obsich de HBV-Varianten bei Patienten mit FHB und HDV -
Koinfektion von enen mit ausschlieldlicher FHB unterscheiden. Auch hierbei wurden alle

Bereiche des HBV-Genoms berlcksichtigt.

In dem zweiten Tell der vorliegenden Studie wurden de HBV-Varianten zum Zeitpunkt einer
chronischen Infektion mit denen, de bei ener fulminanten Reinfektion mM
Lebertransplantation bei dem selben Patienten isoliert wurden, verglichen. Eine derartige
Untersuchung unter Beriicksichtigung des gesamten Virusgenoms ist bisher einzigartig. Die
bislang vorliegende Literatur gibt keine Auskunft darliber, ob de gleiche Viruspopuation
beide klinischen Verlaufe hervorrufen kann oder ob sich zum Zeitpunk der unterschiedlichen

klinischen Verlaufe auch deutliche Veranderungen im HBV-Genom finden.
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4.3 Methodische Aspekte

Aufgrund dr zu niedrigen Konzentration der HBV-DNA im Serum der untersuchten
Patienten war eine direkte Virusisolierung aus dem Serum und eine anschliel3ende
Sequenzierung nicht mdglich. Statt deseen mufde die HBV-DNA zunadst durch PCR-
Tedhnik amplifiziert werden. Wegen der Kopierungenauigkeit der Polymerase konren hierbei
jedoch artifiziell Mutationen in das Genom eingefligt werden. Hierzu duchgefiihrte
Untersuchungen (Gunther et a., 1997 ergaben eine Fehlerrate der Tag-Polymerase von etwa
12,1x10°, d.h.es muR mit etwa 6 fehlerhaften Nukleotidaustauschen bei der Amplifikation
des 3,2 kb unfaseenden HBV-Genoms gerechnet werden. Um diese Artefakte ds lche zu
erkennen, wurden im Rahmen dieser Studie verschiedene, einander Giberlappende Teil bereiche
des HBV-Genoms zweimal in voreinander unabhdngigen PCR-Ansdtzen amplifiziert und
anschliel?end sowohl Plus- as auch Minusdrang sequenziert. Nicht reprodwzierbare
Nukleotidaustausche wurden als PCR-Artefakte interpretiert und in der Analyse nicht
bericksichtigt.

Die durch de Direktsequenzierung von PCR-Produken ermittelte Nukleotidsequenz
représentiert die jewells dominante HBV-Popuation der Patienten. Voruntersuchungen
zeigten, dal3 virale Quasispezies as Heterogenitédt in der Nukleotidsequenz ab einem Antell

von 20% am Gesamtviruspool nachweisbar waren.

Unsere Studie elaubt keine Aussage darliber, ob maoglicherweise hepatisch lokalisierte
Virusvarianten fur den fulminanten Verlauf entscheidend gewesen sind. Dariiber hinaus
besteht die Mdglichkeit, dal3 de HDV-Koinfektion, auf die bereits néher eingegangen wurde,
zum fulminanten Krankheitsverlauf beigetragen het. Unter Berticksichtigung der Tatsade,
dal3 eine bestehende HDV-Infektion rach LTx die Gefahr eines HBV-indwzierten, schweren
Leberschadens zu reduzieren scheint, wurde der direkte Einfluf3 vonHDV bei der fulminanten

Reinfektion als gering eingestuft (Lucey et al., 1992).
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4.4 Mutationen im HBV-Genom von 6 Patienten mit FHB/D

4.4.1 Allgemeine Aspekte von HBV-Mutanten

Die Mutationsrate des Hepatitis-B-Virus betragt etwa 4,6x10° Mutationen pro
Nukleotidpasition undJahr (Orito et al., 1989. Damit gilt das hepadnavirale Genom wahrend
der Replikation im natlrlichen Wirt as relativ stabil. Seine Mutationsrate ist 100- bis
100G ach geringer als die der RNA-Viren, jedoch 10Gadh hoker als die anderer DNA-Viren.
Bestimmte, durch Selektion daminierende Virusvarianten konrten Ukerlebensfahiger sein as
das Wildtypvirus und moglicherweise durch Anderung der Antigenitdt der Variante,
Anderung der Replikationseffizienz oder durch de Entwicklung eines zytotoxischen Effektes

den Krankheitsverlauf beeinflussen.

4.5 HBeAg-defekte Virusvarianten bei FHB/D

Eine Assziation zwischen dem Auftreten einer Precore-Stopkodommutation in Position 1896
und fulminanter Hepatitis B wurde bereits in vorangegangenen Untersuchurgen pacstuliert.
Allerdings wurde diese Mutation hauptsachlich bei endemisch auftretenden, fulminant
verlaufenden Hepatiti den in Japan (Y otsumoto et a., 1991 Omata d al., 1991 Kojima € al.,
199)), in Israd (Liang et al., 199) undim Mittelmeergebiet (Carman et al., 199) gefunden
(durchschnittlich 74%, 103 von 13%atienten). Im Gegensatz dazu zeigte sich in Studien aus
nicht endemischen Gebieten, de sich ebenfalls mit dem Zusammenhang von HBV-
Genomveranderung und fulminantem Krankheitsverlauf befaldten, nu eine geringe Haufigkeit
der genannten Mutation. So waren in Mitteleuropa (Feray et a., 1993 undin den Vereinigten
Staden (Liang et al., 1999 derartige Virusmutanten urterreprasentiert (durchschnittli ch 27246,
24 von 89 Patienten).

Im Vergleich mit den vorbeschriebenen epidemiologischen Befunden bezlglich des
Auftretens von Precore-Stopkodomutationen in Nukleotidpaosition 1896 lei fulminanten
HBV-Infektionen in endemischen Gebieten (Liang et al., 1991 undl994 Laskus et a., 1993
Hasegawa @ a., 1991 Ehata € al., 1993 trat diese Verdnderung in den Sequenzdaten der
HBV-Popuationen urserer Patienten, welche ébenfall s alle aus Regionen mit hoher Hepatiti s-
B-Préavalenz stammten (Italien undindien), seltener auf (in 2 von 6F&len, 33%). Zusétzlich
fanden sich aber bei zwei weiteren Patienten (2/6) Mutationen des Precore-Startkodors, die
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ebenfals die Expresson des HBeAg verhindern. Damit war die dominierende
Viruspopuation in vier von seds Fdlen nicht zur HBeAg-Expresson lbeféhigt. In
Ubereinstimmung hierzu zeigt sich in den entsprechenden serologischen Untersuchungen ein
HBeAg-negativer Status. Dartiber hinaus wies die Viruspopuation von Patient 4 eine
Kombination zweier Mutationen im Core Promotor auf (T-1762A-1764, Sato et a., 1993,
far die in vitro eine reduzierte HBeAg-Synthese nachgewiesen wurde (Moriyama & al., 1996
Buckwold et a., 1996. Damit weisen funf der sechs untersuchten Viruspopuationen einen
HBeAg-defekten Phanotyp auf, wenngleich de HBeAg-Expresson bei T-1762A-1764
Mutanten nicht vollstandig inhibiert ist. Zusétzlich war auch der serologische Status des
Patienten 3 HBeAg-negativ, obwohl keine der genannten Mutationen (Precore-Start- und
Precore-Stopkodomutation sowie T-1762A-1764Mutation im Core Promotor) vorlag, so
dal3 spekuliert werden kann, dal3 andere Mutationen im Core Promotor ebenfalls zu einem
HBeAg-defekten Phanotyp gefiihrt haben kdnrten. Trotzdem muld kerticksichtigt werden, dal3
auch bel akuten, selbstlimiti erenden (Laskus et al., 1995, chronisch persistierenden (Okamoto
et a., 1990 Omi et al., 1990 sowie bei chronisch aggressven HBV-Infektionen eine solche

Mutation gefunden werden kann (Tur-Kaspa et al., 1992).

Precore-Stopkodonmutation: | Core-Promotormutation:
A-1896 T-1762/A-1764
Endemiegebiete 74% (103/139) 60% (32/53),
Nicht-Endemiegebiete 27% (24/89) 19% (8/49)
Eigene Daten 33% (2/6) 17% (1/6)

Tabelle 120 Unterschiedliche Haufigkeit des Auftretens von Viruspopuationen mit den genannten Mutationen (T-1896 T-
1762A-1764), 1-Quellen fir die Endemiegebiete: Japan (Asahina & al., 1996 Kosaka € a., 1993 Kojima & al., 1991
Hasegawa @ al., 1991 und 19940mata & al., 1991 Ehata ¢ al., 1993 Aye ¢ d., 1994 Ogata € a., 1993 Sato et d., 1995
Kaneko et a., 1995, Israd (Liang et al., 1991), Taiwan (Hsu et al., 1995 Chu et d., 1996, Mittelmearaum (Carman et a.,
1991). 2-Quéllen fur die Nicht-Endemiegebiete: USA und Mitteleuropa (Carman et a., 1991, Liang et al., 1994 Laskus et
al., 1993; Feray et al., 1993)

Vergleicht man de Haufigkeit von HBeAg-Synthese-Defekten in urserem HDV-pasitiven
Untersuchungsgut mit HDV -negativen fulminanten HBV-Infektionen (Sterned et al., 1996,
so kann festgestellt werden, dal3 beide Gruppen eine &nliche Frequenz HBeAg-defekter
Varianten aufweisen: In der HDV-positiven Gruppe waren vier von sedis, in der HDV-

negativen Gruppe vier von neun Viruspopulationen unfahig, das HBeAg zu synthetisieren.
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Die Tatsache, dald sowohl bei der Viruspopuation von Patient 5 as auch bel einer
Vergleichsviruspopuation (Sternedk et al., 1996 der HBeAg-Synthesedefekt sowohl wahrend
der chronischen Infektion als auch im Rahmen der fulminanten Reinfektion vahanden war,
a3t zunadchst diese Veranderung as adleinige Ursache fir einen fulminanten
Krankheitsverlauf unwahrscheinlich erscheinen. Trotzdem schlief3en de Beobadhtungen
dieser Studie @ne Mitbetelligung HBeAg-defekter Virusvarianten bei der Pathogenese der
fulminanten Reinfektion keineswegs aus, sondern konrten dese These sogar stitzen. Es
existieren einige Publikationen, de Uber die Transmisson HBeAg-defekter Virusvarianten
von einem chronischen Trager auf einen neuen Wirt berichten, bel dem diese Mutanten eine
fulminante Infektion auslésten. So wurde die fulminante Infektion duch chronische Tréger
HBeAg-defekter Virusvarianten zwischen Geschledhtspartnern (Fagan et al., 1986, zwischen
Mitgliedern des gleichen Haushaltes (Kosaka @ a., 1993 und im Rahmen nosokomialer
Infektionen (Liang et al., 1991 undOren et a. 1989 ubertragen. Bemerkenswert ist auch de
Beobachtung, da3 Neugeborene ati-HBe-positiver Mdtter, die mit ener solchen
Virusvariante infiziert sind, gehauft fulminante Hepatitiden entwickeln, wohingegen Kinder
HBeAg-positiver Mitter in der Regel einen chronischen Trégerstatus, aber fast nie @nen
fulminanten Krankheitsverlauf entwickeln (Terazawa @ a., 1991 Milich et a., 1990 Beah et
a., 1993. Im Einklang mit diesen Berichten konrie die Infektion des neuen Wirtes bzw. in
unserem Fall die der Spenderleber mit einer HBeAg-defekten Variante zu einem fulminanten

Krankheitsverlauf beitragen.

4.5.1 Hypothesen zur Bedeutung von HBeAg fur den fulminanten Verlauf

In der Vergangenheit wurde vermutet, dald HBeAg eine starke Immunantwort des Wirtes
bedingt. Liegt nun eine verminderte oder fehlende HBeAg Expresson va, konrte dies ein
initiales ,Immune Escape” bewirken, das zu einem ungehinderten Befall zahlreicher
Hepatozyten fuhrt (Baumert et al., 1996. In einem spéter folgenden Schritt der Infektion
kommt es nun zu einer heftigen Immunregtion gegen andere virale Proteine und damit zur
ausgedehnten Nekrose dler infizierten Hepatozyten. Ubereinstimmend mit dieser Hypothese
wurde von fulminant exazerbierenden, HBeAg-negativen chronischen Hepatitiden berichtet,
die nach Abbruch einer immunsuppressven Medikation auftraten (Carman et al., 1995 Soh et
al., 1992 Yoshiba @ a., 1993. In Ubereinsimmung hiermit hatte éner der untersuchten

Patienten (Patient 5) aufgrund eines hepatozelluldren Karzinoms zusétzlich zur
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immunsuppressven Standardtherapie @éne Chemotherapie mit Adriamycin erhalten. Dies ist
als ein moglicher AuslGsefaktor der fulminanten Reinfektion zumindest in Erwégung zu

ziehen.

Neuere Studien legen jedoch de Vermutung nahe, da3 das HBeAg das Immunsystem des
Wirts nicht aktiviert, sondern im Gegentell eher eine Toleranz indwiert und damit eine
»Chronizitét-indwzierende* Wirkung hat. Vermutlich bewirkt HBeAg durch eine
Modifizierung des Verhdltnises von TH1- zu TH2-Zellen eine Reduktion der CTL-Antwort
(Milich et a., 1997. Ein Fehlen von HBeAg kdnrte damit im Umkehrschlul3 zu einer
verstarkten CTL-Aktivierung fuhren. Bel chronisch infizierten Patienten, de @ne im Verlauf
der Infektion selektionierte HBeAg-defekte Variante aufweisen, fuhrt diese bei generell
reduzierter Immunantwort gegentiber HBV maoglicherweise nur zu einer geringen ocer gar
keiner Immunstimulation. Diese Hypathese harmoniert mit der klinischen Beobadhtung, dal3
nur ein Teil chronisch infizierter Patienten mit dem Auftreten HBeAg-negativer Varianten
eine Exazerbation ihrer Hepatitis entwickelt (Brunetto et a., 1989. Im Rahmen ener
Neuinfektion mit einer derartigen Variante wirde es jedoch zu einer starken CTL-Aktivierung
kommen und @mit zu einer schnellen Zerstérung der infizierten Hepatozyten mit dem

klinischen Korrelat eines akuten Leberversagens.

4.5.2 Nukleotidveranderungen in der Core-Promotor-Region

Neben deser Premre-Stopkodomutation wurde beschrieben, dald zwei weitere Mutationen
mit einem fulminanten Verlauf in Endemiegebieten asziiert sind. Hierbei handelt es sch um
eine A-zu-T-Substitution in der Nukleotidpasition 1762sowie um eine G-zu-A-Substitution
in der Nukleotidpasition 1764 (Sato et al., 1995. Diese Veranderungen befinden sich im
Core-Promotor-Bereich. Durch Transfektionsdudien in Zellkultur konrte éne dadurch
beanflul¥e, reduzierte HBeAg-Bildung demonstriert werden (Sato et al., 1995 Okamoto et
a., 1994. Damit scheinen dese Veranderungen phénotypisch den Prere-
Stopkodomutanten beziiglich des HBeAg-Defektes zu dhneln. Dies wirft die Frage auf, ob
ale Patienten mit fulminanter Hepatitis B, die nicht mit einer Precore-Stopkodonwariante
infiziert sind, cerartige Virusmutanten mit Verdnderungen der Positionen 17621764
aufweisen, welche Uber den prinzipiell gleichen Mecdhanismus einer reduzierten HBeAg-
Expresson cen Krankheitsverlauf beanflussen (Sato et al., 1995. Eine Untersuchung an 43
Japanern zeigte in der Tat, dal3 kel alen funf Patienten, de keine Precmre-Stopkodonwariante
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aufwiesen, de oben erwdhnte Mutante gefunden wurde. All erdings beschrieben Kaneko et al.,
1995, Laskus et al., 1995,s0wie Sterned et al., 1997,einen z.T. dominierenden Anteil von
Virusvarianten bel fulminanten Hepatitiden, bei denen weder die Position 1896 noh de

Positionen 1762/1764 verandert waren.

Dariliber hinaus wurden diese Mutationen auch bei akut selbstlimiti erenden Verlaufen und i
chronischen Verlaufen deser Mutationen gefunden (in ca 276 der Félle). Bel Patienten mit

fortgeschrittener Zirrhose war der Prozentsatz noch héher.

In Ubereinstimmung mit der Studie von T. Laskus et al. (1999 zeigte sich in urserer Studie
nur in einem Fall (Patient 4) eine derartige Veranderung. Sternedk et al. (1996 konrten in
33% (3/9) der untersuchten Genome diese Veranderung nachweisen. Sowohl im FH- a's auch
im HT-Strang, der beiden zuvor komplett sequenzierten HBV-Genome von Patienten mit
FHB (Ogata @ al., 1993 Hasegawa € a., 1999, fanden sich dese Mutationen. Eine in den
0.g. Studien erwdhnte Kombination mit einer Precre-Stopkodomutation fand sich in

unseren Fallen nicht.

Die héaufigsten Verdnderungen in der Core-Promoter-Region betreffen de genannten
Positionen 17621764.Es bleibt jedoch hislang unkiar, ob dese Varianten eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese der fulminanten Hepatitis B, z.B. Uber eine Reduktion der HBeAg-
Expresgon, Uker eine veranderte virde Replikationsfahigkeit oder Uber einen derzeit noch
unbekannten Faktor, spielen. Abgesehen von den Mutationen in Position 17621764 wurden
noch weitere zahlreiche Mutationen in der Core-Promoter-Region rachgewiesen, Uker deren
funktionell e Auswirkungen insbesondere in Bezug auf die HBeAg-Expresson jedoch bislang

keine Daten existieren.

4.5.3 Weitere Mutationen in Bereichen mit transkriptionsregulierenden Eigenschaften

Mutationen in Bereichen sogenannter transkriptionsreguli erender Elemente sind wegen ihrer
maoglichen funktionellen Konsequenz von kesonderem Interesse. Wahrend wir in der SP I-
Region ausgesprochen wenig und in der SP II-Region zumindest keine H&ufung von
Mutationen fanden, zeigte sich eine deutliche Mutationshaufung in beiden Enhancerbereichen
(vergleiche Abbildurgen 1517). Ein Mutationscluster fand sich im Bereich der
Nukleotidpasitionen 17501773 as ENH 11-CP. Dieser Befund zeigt eine Ubereinstimmung
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mit den Sequenzdaten von Patienten mit FHB ohre HDV-Koinfektion vonOgata d al., 1993,
Hasegawa @ a., 1994,sowie Sternedk et al., 1996.In desem Bereich des Core-Promotors
sind Bindurgsdellen mehrerer wichtiger Transkriptionsfaktoren (HNF4, RXR, PPAR)
lokalisiert, die bedeutsam fir die virale Genexpresson und de prégenomische RNA-Synthese
und damit far die Effizienz der Virusreplikation sind. Ebenso kamen Mutationen in
Bindurgsdellen fur Transkriptionsfaktoren des ENH 1-XP zur Darstellung, deren funktionelle

Konsequenz jedoch noch weitgehend unklar ist.

4.5.4 Die Untersuchung kompletter HBV-Genome bei FHB/D

Die Relevanz weiterer Mutationen in anderen Bereichen des gesamten HBV-Genoms wurde
bisher kaum untersucht. Das erste, als ,,HT-Strang" bezeichnete, komplett sequenzierte HBV-
Genom wurde aus dem Serum eines japanischen Kindes isoliert. Dieses Kind, selbst
asymptomatischer Virustréger, stellte die Infektionsquelle fir die fulminant verlaufende
Hepatitis zweier Kinderérzte dar (Ogata € a., 1993. Experimentell mit diesem Serum
infizierte Schimpansen entwickelten eine fir diese Spezies auffergewdhrlich schwere
Hepatitis. Das zweite komplett sequenzierte HBV-Genom (,, FH-Strang”) stammt aus dem
Serum eines Patienten mit fulminanter HBV-Infektion, de wahrend eines epidemischen
Ausbruchs fulminant verlaufender Hepatitiden in Israd auftrat (Liang et al., 1991 Hasegawa
et a., 199). In-vitro-Studien mit einem klonierten HBV-Genom dieses Patienten zeigten im
Vergleich zum viralen Wil dtypen eine ehohte Replikationfahigkeit (Hasegawa d a., 1999.
Diese Studien wurden as Hinweis dafir gewertet, da3 de Strange FH und HT in de
Pathogenese fulminanter HBV-Infektionen invaviert sind. Beide Strénge weisen de bereits
diskutierten Nukleotidsubstitutionen in den Positionen 1762 und 1764sowie @ne Precre-
Stopkodomutation auf. Dartiber hinaus fanden sich hislang nicht beschriebene Mutationen
im gesamten Genom. Uber Konsequenzen der einzelnen Verdnderungen kann derzeit nur

spekuliert werden.

Betrachtet man de Ergebnise der Studien, de sich mit dem gesamten Genom
auseinandersetzen (Ogata d@ a., 1993 Hasegawa d al., 1994 Karayiannis et a., 1995
Asahina @ al., 1996 Alexopouou et a., 1996 Sterned et al., 1996 und 199y fallt auf, dald
keine Einzelmutation, de spezifisch fur den fulminanten Verlauf wére, in alen urtersuchten
Genomen gleichermal3en zu identifizieren ist. In einigen der genannten Studien (Ogata € al.,
1993 Hasegawa d a., 1994 Sternedk et a., 1996 und 1997 zeigte sich, wie vorne
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beschrieben, eine Haufung einzelner Mutationen im Core-Promotor-Bereich. Allen
untersuchten HBV-Varianten ist, pasend zu urseren eigenen Befunden, eine weitgehend

konservierte S-Region gemeinsam.

In Ubereinstimmung mit den genannten Sequenzdaten konrten auch wir verschiedene, zum
Teil bisher nicht beschriebene Mutationen in den HBV-Genomen der sedhs Patienten urserer
Studie identifizieren. Viele dieser Verdnderungen sind im Vergleich mit den kompletten
viralen Nukleotidsequenzen von 35 Patienten mit nicht fulminanten HBV-Infektionen als
einzigartig oder selten zu bezeichnen. Die Mehrzahl dieser Mutationen existiert alerdings
auch in den fulminanten Genomen (unter Einbeziehung der Strdnge HT und FH) ohre
Haufungstendenz. Daher kann aus unseren Daten keine énzelne, spezifische Mutation
identifiziert werden, de fir einen fulminanten Krankheitsverlauf verantwortlich gemadt

werden kann.

4.5.5 Der Einfluf3 einer HDV-Koinfektion auf die HBV-Population

Ziel eines Teiles der Studie war es zu urtersuchen, ob kestimmte Veranderungen im HBV-
Genom fir eine fulminante Hepatitis B bei bestehender HDV-Koinfektion charakteristisch
sind. Es war also von Interese, inwiefern de Anwesenheit des Hepatitis-D-Virus einen
Selektionsdruck auf die HBV Popuation ausiibt, der unter Umstanden de Entwicklung

bestimmter Virusvarianten zu begulinstigen vermag.

Untersucht man vergleichend de Vertelung von Mutationen bei fulminanten HBV-
Infektionen mit und ohre HDV-Koinfektion, so kann festgestellt werden, dal3 keine sicher
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen nachzuweisen sind. Nukleotidpasitionen
mit einer hohen Mutationsfrequenz sowie Regionen mit Mutationscluster sind in beiden

Gruppen identisch.

Mutationscluster fanden sich sowohl in der Gruppe mit HDV-Koinfektion als auch in der
entsprechenden Vergleichsgruppe vorwiegend in Bereichen mit transkriptionsreguli erender
Bedeutung, insbesondere im Core-Promotor. Das Verteilungsmuster war in beiden Gruppen
kaum different. Die Unféhigkeit zur HBeAg-Synthese zeigte in der HDV-pasitiven Gruppe
einen vergleichbaren Antell (4/9 bei Patienten ohre und 46 bel Patienten mit HDV-
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Infektion). Sowohl in der S- als auch in der Core-Region fanden sich in beiden Gruppen keine

wesentlichen Veranderungen.

Ein signifikanter Selektionsdruck durch die Anwesenheit des HDV auf die HBV-Popuation
kann aus den Daten urserer Sequenzanalysen bel sich nicht wesentlich urterscheidenden

Genomen beider Gruppen also nicht geschlul3folgert werden.

4.6 Virusvarianten mit erhéhter Replikationsrate

Wie angangs bereits erwahnt, ist ein Modell der Pathogenese der FHB in einer erhéhten
viralen Replikationsrate von HBV zu sehen. Fir die von Hasegawa € al. 1994 funktionell
charakterisierte Virusvariante, welche zu einer FHB bel funf Patienten fuhrte, konrte nach
Transfektion in humane Hepatomazellen eine gegeniiber dem Wil dtypvirus deutlich erhéhe
Repli kationsfahigkeit nadhgewiesen werden (Liang et a., 199)). Das Genom dieser Variante
wies unter anderem die Precre-StopkodonMutation und de beiden zuvor mit der FHB
aszii erten Mutationen im Bereich des Core-Promotors auf. In einer kirzlich veroff entli chten
Studie konnte durch OligonuK eotid-gerichtete Mutagenese jedoch gezeigt werden, dal3 weder
die Prewre-Stopkodon noch de T-1762A-1764Mutation, sondern zwel  andere
Substitutionen im Core Promotor (C-zu-T-Austausch in Position 1766 undr-zu-A-Austausch
in Position 1768 fur eine ehdhte Replikationskompetenz der untersuchten Variante
entscheidend sind (Baumert et a., 1996. Aus diesen Mutationen resultiert eine dfizientere
Verpadkung der C/pragenomischen mRNA in de Core-Partikel mit der Folge @ner erhéhten
Replikation der Virusvarianten (Hasegawa & a., 1999. Eine T-1766A-1768Variante wurde

jedoch bislang bei keinem anderen Patienten mit FHB nachgewiesen.

Weiterhin wurde bel einem Patienten, der nach einer Herztransplantation eine fulminante
Exazerbation der vorbestehenden Hepatitis B erlitt, eine HBV-Variante mit deutlich erhéher
Replikationseffizienz isoliert undin vitro urtersucht (Pult et al., 1999. Der hochrepli zierende
Phanotyp konrie auf eine Insertion von 11Basenpaaen im Bereich des Core Promotors
zurlckgefuihrt werden, wodurch eine neue Bindurgsgell e fir den Transkriptionsfaktor HNF 1
entsteht. Die Insertion trat zeitlich paralel mit der Exazerbation der Hepatitis B auf. Auch

diese genetische Veranderung wurde bisher bei keinem anderen Genom beschrieben.
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Die Bedanflussung der Replikationseffizienz durch eine Prere-Stopkodomutation wird in
der vorliegenden Literatur unterschiedlich beurtellt (Hasegawa ¢ al., 1994 Baumert et al.,
1996. In enigen Studien, bei denen eine Precore-Stopkodomutation in ein Wil dtypgenom
experimentell eingefligt wurde, konrte @ne ehthe Replikationsfahigkeit der Variante in
vitro festgestellt werden (Scaglioni et a.,1994 Lamberts et al., 1993. Im Gegensatz hierzu
konrten andere in-vitro-Studien keine ehohte Replikationseffizienz derartiger Varianten
finden. Darliber hinaus zeigte sich in vivo im Murmetiermodell ebenfalls kein
hochreplizierender Phanotyp deser Variante (Tong et a., 1992, Yuan et a., 1995.
Resultierend kann vermutet werden, dal3 de Premre-Stopkodonwariante, wenn Ulerhaupt,

vermutlich nur zu einer geringen Erhohung der Replikationsfahigkeit fiihrt.

Die T-1762A-1764Mutante, die wir in enem Fal gefunden haben, zeigt in
Transfektionsgudien eine im Vergleich zum Wildtypvirus erhéhte Replikationskompetenz
(Moryiami et al., 1996 Buckwold et a., 1996. Die hierfir ursddilichen Medhanismen
wurden von cn Autoren jedoch urterschiedlich erklart. Wahrend Moryiama d al. eine
erhohte Menge von C/pragenomischer-mRNA intrazell ulér fanden, sahen Buckwold et a. die
erhdhte Replikation nicht als Folge ener gesteigerten Transkription, sondern als Resultat einer
effizienteren Verpadkung der C/prdgenomischen-mRNA im Core-Partikel. Im Gegensatz zu
den Ergebnisen deser Arbeiten wiesen andere  Studien im  Rahmen von
Transfektionsexperimenten keine ehdhte Produkion von HBV-DNA-Intermediaten in den
Zellen nach (Gunther et a., 1996. Allerdings wiesen de untersuchten Varianten neben T-
1762A-1764 Substitutionen nach weitere Mutationen, verteilt Uber das gesamte Genom, auf,
so dal? ein neutralisierender Effekt dieser bezliglich der Replikationsfahigkeit bestehen kann.
Diese Ergebnise belegen, dald Mutationen nicht isoliert, sondern stets im gesamten

Sequenzkontext betrachtet und interpretiert werden missen.

Aus den von urs erhobenen Daten kann letztlich nicht eindeutig beurteilt werden, ob de
gefundenen Virusvarianten eine ehohte Repli kationsfahigkeit aufweisen. Berticksichtigt man
die zahlreichen Mutationen, insbesondere in der Core-Promotor-Region, erscheint dies jedoch
durchaus moglich. Auch hier sind zur weiteren Kléarung zuséizliche funktionelle Studien

notwendig, die die biologischen Eigenschaften der Varianten in vitro analysieren.
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4.7 Zusammenfassender Uberblick tiber die von uns nachgewiesenen
Mutationen

Aus unseren Ergebnissen geht hervor, dal3 keine spezifische, alen Genomen gemeinsame
Mutation for den fulminanten Krankheitsverlauf verantwortlich gemadit werden kann.
Mdoglicherweise ist jedoch ein, duch verschiedene Mutationen bedingter, identischer viraler
Phanotyp entscheidend. Unsere Daten legen de Vermutung nahe, dal3 de Unfahigkeit zur
HBeAg-Synthese @ne herausragende Rolle spielen kdnrte. Nach urseren Sequenzanaysen
konrten vier der sechs von urs untersuchten Genome kein HBeAg synthetisieren. Ein weiteres
Genom hatte Mutationen, fur die gezeigt wurde, dal? sie die HBeAg-Expresson verringern.
Auch bei dem Ubrigen Patienten waren mehrere Mutationen im Core-Promoter vorhanden. Ob
eine a@nzelne dieser Mutationen oder deren Kombination zu einer reduzierten HBeAg-
Expresson fuhrt, ist bisher unkar, aber nicht unwahrscheinlich (Guinther et a., 1999. Damit
wird duch verschiedene genetische Varianten ein dhnlicher phénotypischer Eff ekt erzielt, wie
er zumindest fir Endemiegebiete in Assziation mit einer FHB vorbeschrieben wurde.
Dagegen 183 sich jedoch feststellen, dal3 keine der Mutationen, de ds fulminant-assozii ert
vorbeschrieben sind, in alen von urs untersuchten Genomen gleichermal3en auftrat. Dartber
hinaus wurde keine @nzelne Mutation identifiziert, die spezifisch fr den fulminanten Verlauf
wére. Demgegenuiber lasseen de Haufungen der Mutationen im Core-Promotor-Bereich,
eventuel in Kombination mit anderen von urs gefundenen Verdnderungen, eine
pathogenetische Bedeutung fur den fulminanten Verlauf moglich erscheinen. Fir
verschiedene Mutationen in desem Bereich ist ein dhnlicher, eventuell sogar identischer,
Wirkungsmedanismus durchaus denkbar. Zur Klarung dieser Aspekte sind weitere in-vitro

Studien notwendig.
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4.8 Vergleich von kompletten HBV-Genomen bei chronischer und bei
fulminanter Hepatitis B/D

Ziel dieses Telles der Studie war es zu urtersuchen, ob de gleiche Viruspopuation in dem
gleichen Wirt sowohl eine dronische ds auch eine fulminante Infektion hervorrufen kann.
Die orthotope Lebertransplantation erfolgte aufgrund einer fortgeschrittenen Zirrhose bei
chronischer Hepatitis B. Durch de Entfernung der chronisch infizierten Leber im Rahmen der
Lebertransplantation kanmt es zur Elimination des Hauptviruspods. Die Neuinfektion der
implantierten Leber erfolgt nun vermutlich durch eine Subpopuiation vonVirusvarianten, de

moglicherweise aus infizierten extrahepatischen Geweben stammit.

Wahrend der chronischen Phase der Infektion wurden de kompletten Genome (Patient 5 und
Patient 6) sequenziert, wobei zahlreiche nicht vorbeschriebene Nukl eotidaustausche detektiert
wurden. Vergleicht man de Nukleotidsequenz der dominanten HBV-Popuation zum
Zeitpunkt der chronischen Infektion mit der zum Zeitpunkt der fulminanten Exazerbation, so
lassen sich nur ausgesprochen wenig Unterschiede nachweisen. Eine in beiden Féllen wahrend
der fulminanten Reinfektion neu aufgetretene identische Mutation wurde nicht identifiziert.
Eine Ubereinsimmung dieser Varianten besteht in ihrer Unfahigkeit, zum Zeitpunk der

fulminanten Hepatitis B/D das HBeAg zu exprimieren.

Um zu untersuchen, welche Verdnderungen fir den fulminanten Krankheitsverlauf
ausschlaggebend sind, analysierten einige Autoren de vollsténdige Genom-Sequenz der
Viruspopuation des chronisch infizierten Ubertragers im Vergleich mit der Viruspopuation
des neuinfizierten Patienten mit fulminant verlaufender Hepatitis (v.Weizsader et a., 1995
Karayiannis et a., 1995 Sternedk et a., 199. Wahrend in einem Fall (im Rahmen einer
Infektion eines Neugeborenen duch seine dwonisch infizierte Mutter) deutliche
Sequenzveranderungen zwischen beiden Popuationen gefunden wurden, zeigte sich in zwei
anderen Féllen eine Sequenzhomologie von Uker 9% (Sternedk et a., unpullizierte Daten;
Karayiannis et al., 1995. Ubereinstimmend mit unseren Daten zeigten Sequenzvergleiche der
Viruspopuationen lebertransplantierter Patienten mit vorbestehender Hepatitis B fur isolierte
Bereiche des Genoms nur sehr geringe Unterschiede (Laskus et al., 1994 Liang et a., 1999.
Im Gegensatz hierzu zeigte sich in der Pre-S-Region der dominanten Viruspopuation
|ebertransplantierter Patienten mit vorbestehender chronischer Hepatitis B eine deutliche

Reduktion cer vor Lebertransplantation rachzuweisenden Deletionen undinsertionenin 7 von
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20 Falen (Trautwein et al., 1996. Einschrankend muf kel den zuletzt genannten Studien
jedoch angemerkt werden, dal3 es sch in den vonLaskus bzw. Trautwein urtersuchten Fallen

nicht um fulminante Reinfektionen handelt.

Das Vorhandensein der nahezu identischen Viruspopuation kei einem chronisch infizierten
und kel einem neuinfizierten Patienten mit fulminanter Hepatitis legt die Vermutung nahe,
dal3 moglicherweise die Neuinfektion mit bestimmten Virusvarianten fir einen fulminanten
Krankheitsverlauf ausschlaggebend ist. Hierbel konrte der HBeAg- sowie der Pre-S2-Defekt

maoglicherweise von entscheidender Bedeutung sein.

4.8.1 Virusvarianten mit einem Pre-S2-Defekt

In der Sequenzanalyse fiel auf, dald beide untersuchten HBV-Popuationen eine Mutation im
Bereich des Pre-S2-Startkodors aufwiesen. Damit konrte die Variante kein mittleres

Oberflachenprotein synthetisieren.

Wie bereits eingangs erwahnt, wurde @ne Asziation zwischen Virusvarianten mit einem
mutierten Pre-S2-Startkodon undfulminanter Hepatitis beschrieben (Pollicino et al., 1997
Sternedk et a., 1997. Pollicino et a. urtersuchten de Nukleotidsequenzen der dominanten
Viruspopuationen von 9 italienischen Patienten mit FHB. Funf dieser Patienten wiesen
Popuationen mit Mutationen im Bereich des Pre-S2-Startkodors auf, wohingegen eine
derartige Veranderung in der Kontrollgruppe mit akuter Hepatitis B nicht auftrat. Es wurde
dementsprechend vermutet, dal3 dese Mutation charakteristisch fur eine FHB ist undfir deren
Pathogenese bedeutsam sein  konrte. In  urserer Studie wiesen de dominanten
Viruspopuationen beider Patienten (2 von §, bei denen eine Lebertransplantation wegen
fortgeschrittener Zirrhose bei chronischer Hepatitis B/D durchgefiihrt wurde und de im
weiteren Verlauf eine fulminante Exazerbation der Hepatitis erlitten, eine Pre-S2-
Startkodommutation auf. Da 5 der 6 Patienten ebenfals aus Italien stammen, scheinen
geographische Unterschiede in der Pravalenz der Mutation als Ursadhe fur diese Diskrepanz
unwahrscheinlich, zumal nur in einer der beiden mutierten Popuationen eine italienische
Herkunft vorlag. Andere Autoren fanden nu selten Veranderungen in Viruspopuationen bei
FHB, die die Expresson des mittleren Oberflachenproteins inhibieren (v. Weizsadker et a.,
1995 Ogata d al., 1993 Asahina d al., 1996 Hasegawa d al., 1994 Alexopodou et a.,
1996).
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Obwohl diese Mutation eine Produkion des mittleren Oberfladhenproteins verhindert, konrte
durch in-vitro-Studien gezeigt werden, dal3 solche Varianten replikationskompetent sind,
sezerniert werden konren und infektios snd (Fernhdz et al., 1993. In urserem HDV-
positiven Patientengut trat eine Deletion des Pre-S2-Startkodors in beiden Féllen, in denen es
nadh einer Lebertransplantation chronisch infizierter Patienten zu einer fulminanten
Reinfektion kam, jeweil s in Kombination mit einer weiteren Deletion von dei Aminaosduren
auf. Diese Verdnderungen waren ebenfalls zum Zeitpunk der chronischen Infektion
vorhanden. Derartige Deletionsmutanten werden, wie bereits diskutiert, auch bei
asymptomatischen Trégern, bei Patienten mit chronisch-aggressver Hepatitis und el
fulminanten HDV-negativen Verlaufen gefunden (Fernhdz et al., 1993 La et a., 1991
Pollicino et al., 1997).

Die Bedeutung der Mutation fur die Antigenitét des Virus ist unkar. Wenn dese
Veranderungen fur den fulminanten Verlauf von Bedeutung sind, so kdnrte paostuli ert werden,
dal3 des nur im Rahmen einer Neuinfektion erfolgt. Eswird vermutet, dal3 das Pre-S2-Protein
ein wichtiges Ziel der T- und B-Zéell-Immunabwehr darstellt. In Analogie zum HBeAg-Defekt
scheint also auch hier die Maoglichkeit denkbar, dal3 de Abwesenheit des mittleren
Oberflachenproteins eine ineffektive Virusneutralisation bewirken kdnrte. Damit kdnrte én
ausgedehnter Befall vieler Hepatozyten und im weiteren Krankheitsverlauf ein massver

Zelluntergang die Folge sein.

4.8.2 Virusvarianten mit einem HBeAg-Defekt

Die dominanten Viruspopuationen beider in desem Tell der Studie untersuchten Patienten
wiesen zum Zeitpunkt der fulminanten Reinfektion einen HBeAg-Defekt auf. Zum einen
wurde @ne bereits vor der Lebertransplantation bestehende Precore-Stopcodommutation
nachgewiesen, zum anderen hildete sich im zweiten Fall nach Transplantation eine Mutation
des Precore-Startcodors heraus. Wie bereits ausfuhrlich diskutiert, erscheint die Neuinfektion
der implantierten Leber mit Virusvarianten, de die phanatypische Gemeinsamkeit des

HBeAg-Defektes aufweisen, von herausragender Relevanz zu sein.
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4.8.3 Escape-Varianten unter Anti-HBs-Hyperimmunglobulintherapie

Das Auftreten von Aminosdureveranderungen im Bereich der Hauptantigenregion des
SurfaceProteins, der sogenannten ,a“-Determinante, ist als Folge der immunbedingten
Selektion urter der Behandlung mit monokonalen (McMahonet a., 1993 und pdyklonalen
(Fuji et a., 1992 undCarman et a., 1990 Anti-HBs-Hyperimmunglobuinen beschrieben
(Hawkins et a., 1996 undCariani et al., 1995. Mutationen in deser Region traten jedoch in
der hier durchgefuhrten Untersuchurng trotz Anti-HBs-Hyperimmunglobuinbehandiung bel
keinem der zwei Patienten (Patient 5 undPatient 6) auf. Eine mdgliche Erkléarung hierfir ist
die kurze Dauer der Anti-HBs-Hyperimmunglobuinbehandung, die jeweils nur einen bzw.
zwei Monate betrug. Kirzlich konrte ene signifikante Korrelation zwischen dem Zeitraum
einer Hepatitis-B-Immunglobuin-Behandlung und der Entwicklung von Mutationen in der
.a‘-Determinante nachgewiesen werden (Ghany et a., 1998. Die Bedeutung von
Virusvarianten mit mutierter ,a“-Determinante fur das Rezidiv einer HBV-Infektion rach
Lebertransplantation ist ungeklart, eine aischlaggebende Rolle wird jedoch vermutet. Solche
Escegpe-Varianten beanflussen den Klinischen Verlauf nach einer Lebertransplantation regativ
(Protzer-Kndlle @ al., 1998. Eine relevante Bedeutung dieser Mutanten fir einen fulminanten

Verlauf konnte bislang nicht nachgewiesen werden.

4.8.4 Die Immunabwehr als bedeutender Faktor bei der Entwicklung einer fulminanten
Hepatitis nach Lebertransplantation

Es wird vermutet, da3 de Immunantwort gegen virde Proteine a@n bedeutender
pathoplysiologischer Faktor bei der Entwicklung einer fulminanten Hepatiti s darstellt. Daher
scheint die Tatsache, dald3 permanent immunsupprimierte Patienten, in urserem Fal die
Transplantatempfanger, eine fulminante Hepatiti s entwickeln kénren, eher unwahrscheinlich.
In Ubereinsimmung mit unseren Daten wurde zuvor eine Assoziation zwischen dem
Vorhandensein der Precre-StopkodonMutante und ener frih eintretenden, schwer
verlaufenden Reinfektion mit HBV bei Lebertransplantatempfangern beschrieben (Angus et
al., 1995. Analog zu den her dargelegten Befunden wurde darlber berichtet, daf3
L ebertransplantatempfanger mit rekurrenter HBV-Infektion typischerweise @ne hohe Viramie
und eine hochgradige Infektion der Hepatozyten aufweisen. Neben der medikamentdsen

Immunsuppresson des Wirtsorganismus konrte hierbel auch ein drekt stimulatorischer
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Eff ekt der verabreichten Kortikosteroide auf die Virusreplikation (Lau et a., 1992 eine Rolle

spielen.

Eine immundogisch vermittelte Zerstérung infizierter Hepatozyten ist jedoch auch urter
Immunsuppresson im Rahmen der Transplantationsmedizin denkbar. Das Gleichgewicht
zwischen Toleranz und Abwehr des Transplantatempfangers gegentiber dem Transplantat ist
aulerst labil und kann Gker eine Vielzahl endogener und exogener Faktoren zu ener
Immunaktivierung mit Zytokinfreisetzung und einer gesteigerten MHC-Expresson auf den
Hepatozyten fuhren. Moglicherweise verlauft dieser unspezifische Immunmedhanismus an
den mit HBV infizierten Hepatozyten mit einer gesteigerten Effektivitét ab. Darliber hinaus
kann de Immunantwort gegebenenfalls durch Differenzen in HLA-Merkmalen zwischen

Spenderleber und Empfanger in ihrer Wirkung verstarkt werden.

4.8.5 Direkt zytopathische Effekte viraler Proteine bei der Entwicklung einer
fulminanten Hepatitis

Neben den hisang diskutierten pathoptysiologischen Medhanismen konrten drekt
zytopethische Effekte des HBV eine Rolle spielen. Die Entwicklung einer fibrosierenden
cholestatischen Hepatitis bei immunsupprimierten Patienten ist vermutlich Folge enes direkt
zytotoxischen Effektes bei intrazell uléarer Akkumulation viraler Proteine (Mason et al., 1993
Lau et al., 1993. Ein solcher Effekt intrazellulér akkumulierter Oberflachenproteine konrte
im transgenen Mausmodell (Chisari et al., 1987 sowie bel intrazellul&rer Akkumulation von
Core-Proteinen in Hepatomazellen (Roingead et a., 1990 demonstriert werden. Damit
konrten nicht nur Virusvarianten mit einem hochreplizierenden Phénotyp, sondern auch Viren
mit Mutationen, de éne Uberexpresson ockr einen Sekretionsblock eines Proteins zur Folge
haben, zu einer intrazelluldren Anreicherung viraler Proteine und damit zum fulminanten

Krankheitsverlauf fuhren.

Da ach im Leberexplantat der hier untersuchten Patienten eine starke intrazelluléare
Expresson von HBsAg und HBcAg in Uber 90% aller Hepatozyten nachgewiesen werden
konrte, kénrten moglicherweise direkt zytopathische Effekte des HBV in der Entwicklung

einer fulminanten Hepatitis in diesen Fallen zumindest mitbestimmend gewesen sein.
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4.8.6 Zusammenfassender Uberblick iber die Virusvarianten bei fulminanter
Reinfektion nach Lebertransplantation

Bel den von urs untersuchten Viruspopuationen der beiden Patienten entwickelten sich nu
wenig neue Mutationen im Verlauf der fulminanten Reinfektion rach Lebertransplantation.
Daher erscheinen Anderungen der HBV-Popuation fur den fulminanten Verlauf nad
Lebertransplantation eher nicht verantwortlich zu sein. Stattdessen sind de vorbestehenden
biologischen Eigenschaften der Viruspopuation urter den Bedingungen ener ,de-novd‘-

Infektion als Ursache fir den klinischen Verlauf wahrscheinlicher.

Uber zwei unterschiedliche Medhanismen sind de Viruspopuationen beider Patienten im
fulminanten Krankheitsgadium unféhig, HBeAg zu synthetisieren. Zum einen geschah des
durch eine Precore-Stopcodormutation, de bereits vor der orthatopen Lebertransplantation
bestand, zum anderen war es das Resultat einer Mutation des Precore-Initi ationskodors.

Letztere entwickelte sich jedoch erst im Laufe der fulminanten Reinfektion.

Der in beiden Félen gefundene Pre-S2-Defekt und damit die Unfahigkeit, das mittlere
Oberflachenprotein zu synthetisieren, existierte bereits zum Zeitpunk der chronischen
Infektion undist moglicherweise im Rahmen der Neuinfektion der implantierten Leber durch

ein initiales ,immune escape* fur den fulminanten Verlauf pathogenetisch bedeutsam.
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4.9 Bedeutung der erhobenen Befunde und Schluf3folgerungen neuer Aspekte

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dal3 keine enzelne spezifische Mutation fir den
fuminanten Verlauf alein verantwortlich ist. Insbesondere Mutationen, de in
vorangegangenen Studien mit dem Auftreten einer FHF asoziiert wurden, wie z.B. die
Precre-Stopkodommutante in Nukleotidpasition 1896 sowie die Veranderungen in den
Nukleotidpasitionen 1762 und 1764, kéen den fulminanten Infektionsverlauf alein nicht

bedingen.

Die HBV-Varianten bel Patienten mit und ohre HDV-Koinfektion, de eéne FHB erlitten,
zeigen keinen sSignifikanten Unterschied in  ihrer  DNA-Sequenz. Ein relevanter
Selektionsdruck der HDV-Popdation auf die HBV-Popuation erscheint damit
unwahrscheinlich. Unsere Studie nimmt keine Stellung zu der Bedeutung des HDV selbst bei
der Entwicklung einer fulminanten Hepatitis. Auch hier sind weitere molekularbiologische

Studien unter besonderer Beriicksichtigung der HDV-Population anzustreben.

Berlicksichtigt man de Ergebnise diesr Studie, in der sich vor und rad
Lebertransplantation kaum Unterschiede in den daminanten Viruspopuationen der Patienten
fanden, so kommt man zu dem Schlul3, i3 de vorbestehenden hiologischen Eigenschaften
der Viruspopuation im Rahmen einer ,de-novd'-Infektion der implantierten Leber einen
pathoplysiologisch bedeutsamen Faktor in der Entwicklung einer fulminanten HBV-Infektion
darstellen konrten. In urserem Untersuchungsgut waren de herausragenden phanotypischen
Charakteristika zum einen der HBeAg-Defekt und zum anderen de Unfadhigkeit zur Synthese

des mittleren Oberflachenproteins

Eine fehlende oder eingeschrankte HBeAg-Produkion, de durch verschiedene Mutationen
bedingt sein kann, ist in Viruspopuationen bel fulminanten Verldufen gehauft nachzuweisen.
Unsere Befunde Uber die Viruspopuationen lebertransplantierter Patienten zeigen, dal3 de
Neuinfektion mit HBeAg-defekten Varianten von lesonderer Bedeutung zu sein scheint. Dem
HBeAg wird eine Chronizitét- und Toleranz-indwierende Wirkung zugeschrieben. Eine
verminderte oder fehlende HBeAg-Expresson konrie bei einem neuinfizierten Wirt eine
starke Immunantwort mit der Folge eéner FHB hervorrufen. Vermutlich stellt das mittlere

Oberflachenprotein ein wichtiges Ziel der Immunabwehr dar, so dald3 duch eine ineffektive
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Virusneutralisation ein ausgedehnter Befal vider Hepatozyten und schliefdlich ein

ausgedehnter Zelluntergang resultieren kénnte.

Zur beweiskraftigen Klarung der Frage, welcher der Pathomechanismen, die aufgrund unserer
Ergebnisse méglich sind, entscheidend ist oder ob es sich tatsachlich um die Kombination
mehrerer Effekte handelt, sind weitere, insbesondere funktionelle, molekularbiologische

Untersuchungen erforderlich.
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5 Zusammenfassung

Mutationen viraler Genome sind namae biologische Ereignise und hewirken eine
Koexistenz der so entstehenden viralen Varianten im infizierten Individuum. Die Tatsade,
dal3 kestimmte Mutationen die biologischen Eigenschaften der Viren deutlich verandern und
damit den Klinischen Verlauf einer HBV-Infektion grundegend beanflusen koénren, ist
Ausgangspunkt intensiver Forschung. Umgekehrt 183 das gehaufte Auftreten bestimmter
Virusgenomveranderungen im Rahmen ghnlicher klinischer Verldufe Rickschliisse auf deren
phanotypische Bedeutung und damit auf die Pathogenese insgesamt zu. Diese ist im Fall der
fulminanten HBV-Infektion weitgehend urgeklért. Ziel dieser Studie war es zu urtersuchen,
(i) ob hbestimmte strukturelle Veranderungen im HBV-Genom mit einer fulminanten HBV -
HDV-Infektion asziiert sind, (ii) ob strukturellen Unterschiede im HBV-Genom bei
Patienten mit FHB mit bzw. ohre HDV-Koinfektion existieren und (iii) ob im Verlauf einer
fulminanten Exazerbation ener chronischen HBV-Infektion radch Lebertransplantation
strukturelle Veranderungen der HBV-Popuation mit dem veranderten Klinischen Verlauf

einhergehen.

Hierzu wurde die kompletten Nukleotidsequenzen der HBV-Popuationen vonseds Patienten
mit FHB/D bestimmt und zum einen mit den Genome der HBV-Popuationen von 35
Patienten mit chronischer Hepatitis B sowie zum anderen mit den Genomen der HBV-
Popuationen von reun Patienten mit FHB verglichen. Zwei der sechs untersuchten Patienten
erlitten eine fulminante Reinfektion nach Lebertransplantation bei vorbestehender chronischer
HBV-HDV-Infektion. Bei diesen beiden Patienten wurden die Nukleotidsequenzen der HBV-
Genome vor der Lebertransplantation (im Status der chronischen HBV-Infektion) sowie
danadch (im Status der fulminanten Reinfektion) im Verlauf betrachtet. Nadh Isolierung und
Amplifizierung der virden DNA durch Polymerase-Kettenrestion erfolgte ane

Direktsequenzierung sowohl des Plus- als auch des Minusstranges der Amplifikate.

In den HBV-Genomen aler untersuchten Patienten mit FHB zeigten sich zahlreiche, z.T.
nicht vorbeschriebene Mutationen in alen Regionen des Genoms. Eine bel alen Varianten
gemeinsam auftretende Mutation, de spezifisch fur den fulminanten Verlauf wére, wurde

nicht identifiziert. Die Sequenzverdnderungen dhnelten denen der Vergleichsgruppe von
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Patienten mit FHB. Hervorzuheben war eine Akkumulation vonMutationen insbesondere im
Enhancer 11-Core-Promotorbereich. Diese Mutationen konrten duch Verdnderungen der
Replikationsfahigkeit des Virus in alen Félen zu einem fulminanten Verlauf beigetragen
haben. Weiterhin war aufféli g, dal3 entsprechend der Strukturanalyse die HBV-Popuationen
in funf von sechs Féllen kein kew. nur vermindert HBeAg prodwzieren konrten. Dies war in
zwel Fdllen duch eine Premre-StopkodonMutation, in zwei weiteren Félen duch eine
Precore-StartkodonMutation und in einem Fall durch eine T-1762A-1764Substitution
bedingt. Es ist durchaus denkbar, dafd auch bei dem sedhisten Patienten Mutationen im Core-
Promoter die HBeAg-Expresson reduzierten oder inhibierten, insbesondere da serologisch
kein HBeAg vorlag. Dem HBeAg wird eine Chronizitdt- und Toleranz-indwzierende Wirkung
zugeschrieben. Eine verminderte oder fehlende HBeAg-Expresson konre bei einem

neuinfizierten Wirt eine starke Immunantwort mit der Folge einer FHB hervorrufen.

Der Vergleich der dominanten Viruspopuationen von zwel Patienten zum Zeitpunk der
chronischen und ar fulminanten Infektion lield nu so geringe Sequenzunterschiede ekennen,
dald dese vermutlich nicht fur die klinische Exazerbation der HBV-HDV-Infektion
verantwortlich sind. Ferner trat wahrend der fulminanten Reinfektion keine gemeinsame
Mutation in den urtersuchten Genomen neu auf. In beiden Falen lagen Varianten zum
Zeitpunkt der fulminanten Infektion var, die durch eine defekte Produkion vonHBeAg und
dem mittleren Oberflachenprotein charakterisiert waren. Obgleich de Mehrzahl dieser
phanotypischen Charakteristika vor und rach der Lebertransplantation présent waren, kdnren
sie dennach im Rahmen einer Neuinfektion der implantierten Leber zum fulminanten Verlauf

beigetragen haben.

Weiterhin ist denkbar, dald auch urterschiedliche hier identifizierte Mutationen zu identischen
phénotypischen Eigenschaften der Viren fuhren, wie z.B. ene gesteigerte
Replikationsfahigkeit, die in der Pathogenese der FHB von Bedeutung sind. Daher sind

weitere funktionelle Studien zur weiteren Aufklarung der Pathogenese der FHB notwendig.
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