REPATIT B-INFEKTIONEN

UPPVISAR OLIKA ANSIKTEN

Variationer i virus DNA ger en mgjlig forklaring

Infektion med hepatit B-virus
(HBV) kan ledatill mycket vari-
erande sukdomsbilder, alltifran
subklinisk, 6ver gdendeinfektion
till fulminant hepatit eller lever-
cancer. Framfor allt molekylar-
epidemiologiska studier har pa
senarear visat att variationer i
virusDNA, inte bara den enskil-
de patientensimmunsvar, kan
forklara de skildatillstand man
ser. HBV-DNA varierar natur-
ligt mellan olika genotyper, men
dessutom kan mutationer upp-
stafor att bland annat undkom-
ma var densimmunsvar.

| en elegant epidemiol ogisk studieti-
tulerad »Eine nosokomiale Ikterusepi-
demie» beskrev Flaum och medarbeta-
re 1925 [1] ett utbrott av virushepatit
vid medicinskaklinikeni Lund. Diabe-
tespatienter och laboratoriepersonal in-
giuknade med varierande grad av lever-
paverkan. Efter visst detektivarbete
fann man att de ingjuknade varit i kon-
takt med en »Frankescher Schneppers»
som anvandes for blodprovstagning i
orsnibben. Denna Schnepper ateran-
vandes mellan patienternaoch torkades
bara av d& och da med en etersudd. De
sista icterusfallen upptradde tre mana-
der efter det att laboratoriets »Franke-
scher Schneppers utbytts mot sedvanli-
galansetter som forvaradesi koncentre-
rad sprit.

Hérav drog man den tentativa slut-
satsen att gulsoten orsakades av ett
okéant agens som smittade viablod, med
en beraknad inkubationstid pa mellan
21 och 176 dagar.

Det skulle droja 40 & innan Blum-
berg och medarbetare [2] identifierade

Forfattare
KARIN KIDD-LJUNGGREN

med dr, avdelningslékare, infek-
tionskliniken, Universitetssukhu-
set, Lund; for nérvarande verksam
vid avdelningen for virologi, Umea
universitet.

1212

0.7 kb RNA

\
1
]
1
t
]
]
1
[
’
1]

hepatit B-virus (HBV), det agens som
med all sannolikhet orsakade Lunda-
epidemin. Sedan dess har HBV klonats
och sekvensbestamts [3], visat sig kro-
niskt infekteradrygt 300 miljoner man-
niskor i varlden och astadkommaen av-
sevard sdval mortalitet som morbiditet
bland akut och kroniskt infekterade.

Med nyare mol ekyl &rbiol ogiska tek-
niker har HBV's arvsmassa, ett delvis
dubbelstrangat DNA, studerats inten-
sivt de senaste &ren. Man har dar kunnat
seatt forandringar i HBV-DNA, anting-
en i form av naturligt forekommande
variationer eller nyuppkomna mutatio-
ner, kan forandra virus sd att skillnader
i den kliniska bilden hos de infekterade
uppkommer [4].

Klinik

Vid akut infektion med HBV ingjuk-
nar mindre &n 1 procent i fulminant he-
patit. Ca90 procent av infekterade vux-
natillfrisknar och utvecklar antikroppar

Figur 1. Hepatit B-virusets genom. De
inre pilarna indikerar 6ppna lasramar,
medan de yttre visar de olika RNA som
bildas. Viktiga regulatoriska sekvenser ar
indikerade pa de inre cirklarna som
forestaller delvis dubbelstrangat DNA.

(anti-HBs) mot HBVs ytantigen
(HBsAg). De dvriga blir kroniska
HBSsAgQ- eller HBV-bérare, vilket defi-
nieras som HBsAg-positivitet i mer 8n
sex manader. Kroniskt bararskap av
HBYV leder till varierande grad av lever-
skada, med risk for utveckling av kro-
nisk, aktiv hepatit, cirrhosoch levercan-
cer [5].

Sjukdomsbilden vid neonatal smitta
skiljer sig fran den vanliga kliniska
sjukdomshilden sétillvida att farre pati-
enter visar kliniska symtom som vid
akut leverskada, medan upp till 90 pro-
cent av infekterade blir kroniska bérare
[6]. Den hoga prevalensen kroniska
HBV-bérare i Sydostasien och delar av
Afrika (5-15 procent) har ansetts bero
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pa att den vertikala smittspridningen
(frén mor till barn) &r vanligare dér an i
ovrigadelar av vérlden.

Hepatit B-virus

morfologi och genetik

HBV-partikeln & relativt stor (42
nm) i forhdlande till 1angden pa sitt
DNA (3 200 baspar). Det beror pa att
olika lasramar i DNA utnyttjas pa ett
sinnrikt sétt sa att samma baspar kan
deltai kodningen fér mer @n ett protein
(Figur 1). HBV-DNA kodar dérmed for
ca 50 procent mera protein an férvantat
av desslangd [7].

Viruspartikelns yttre skal bestar av
HBsA(g (S) och pre-S-proteiner, kodade
for av pre-S1, pre-S2 och S-generna
(Figur 2). Flera B- och T-cellsepitoper
har kartlagts pa sdvél pre-S- som S-re-
gionerna[4]. Pre-S-proteinerna medie-
rar bindningen av virus till hepatocyt-
membranet och kan ge upphov till neu-
traliserande antikroppar [3].

| S-proteinet finns determinanterna
for sava de olika antigena subtyperna
och for den immundominanta a-deter-
minanten.

Innanfor skalet finns en kérna, upp-
byggd av core-protein (HBCAQ) som
kodats foér av core-genen. HBcAg fore-
kommer dven i en [6dig, nagot kortare
formochkallasdafor HBeAg. Precore-
genen kodar for en signalpeptid som
klyvs av fran core-proteinet nér det
bindstill det endoplasmatiska retiklet i
cellen [3]. Delar av signalpeptiden in-
gar i HBeAg. Precore-regionen har till-
dragit sig stort intresse i olika muta-
tionsstudier; den har aven betydelse for
virusets replikationscykel [8].

Ké&rnan omsluter det cirkuléra, del-
vis dubelstréngade HBV-DNA, samt
det storsta HBV-proteinet, polymeras.
Det senare har flera funktioner, samtli-
ga relaterade till virusets replikation
som — till skillnad frén andra DNA-vi-
rus— gar viaett steg med omvand tran-
skriptas[3].

Ytterligare likheter med retrovirus
hittar man i X-genen som kodar for X-
proteinet, med transaktiverande funk-
tionochimplicerat i utvecklingentill le-
vercancer [9].

Foréndringar i de olika HBV-gener-
na har associerats med utvecklingen av

filament

Figur 2. Skiss av de tre olika HBV-
partiklar som kan férekomma i serum,
dar Dane-partikeln representerar den
kompletta virionen. De olika
granyanserna i ytskikten visar
proportionen pre-S-proteiner (ljust gratt =
inga pre-S1-proteiner och fa pre-S2-
proteiner).

skilda sjukdomsbilder vid infektion
med HBV.

Sjuka och friska smittbarare

Smittsamhet och grad av leverskada
ar tva olika parametrar for att bedéma
kroniska HBV-bérare. Graden av lever-
skada hos en enskild patient bestédms
bést med leverbiopsi. Men &ven trans-
aminaser och bilirubin & av betydelse
daman foljer kroniska HBV-bérare.

Beddmning av smittsamhet & dére-
mot svérare. Under ménga ar betrakta-
desHBsAg-positivapatienter som sero-
konverterat frén HBeAg till anti-HBe
som icke smittsamma. Detta baserades
dels pd empiriskaobservationer, delspa
en experimentel | studie dér chimpanser
inokulerats med HBeAg-positivt re-
spektive anti-HBe-positivt blod. Med

Figur 3. Regionen runt precore-genen.
Precore- och X-generna gar omlott. DR1
ar en regulatorisk sekvens som ar
essentiell for virusreplikationen.
Mutationen som kan férekomma i kodon
28 ar indikerad.
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nuvarandetekniker for att métavirusre-
plikation, framfor alt polymeraskedje-
reaktion (PCR), har man funnit HBV-
DNA &ven hos vissa anti-HBe-positiva
patienter [10]. D& detektionsnivan med
HBV-PCR & jamférbar med »chim-
pans-infektids dos» [11] bor darfor ala
patienter med pavisbart HBV-DNA i se-
rum betraktas som smittsamma, oavsett
HBeAg/anti-HBe-status.

| USA och norraV asteuropa ér anti-
HBe-positiva kroniska bérare ofta
PCR-negativa; leverstatus hos dessapa
tienter & oftast normalt. | Medelhavs-
omradet, daremot, och dven i Sydosta-
sien, ser man anti-HBe-positiva patien-
ter med forhgjdaleverenzymnivéer i se-
rum och hég virusreplikation [4]. San-
nolikt & det de olika genotyperna av
HBV som orsakar skillnaden i klinik
mellan olika geografiska omraden.

Hos de anti-HBe-positiva patienter-
na med aktiv virusreplikation har man
sett en mutation i precore-genen, ledan-
detill ett stopp i kodon 28 som hindrar
HBeA(g fran att uttryckas (Figur 3]. Pa-
tienten skulle dérmed serokonvertera
till anti-HBe [4, 12]. | manga fall be-
skrivs&ven blandinfektioner med mute-
rade och omuterade stammar, sannolikt
tydande pa en Gvergang till muterade
stammar, som ter sig dominanta. Dessa
stammar, som ofta bendmns »precore-
mutanter» har ocksafelaktigt kallatsfor
»HBeminusHBV ». | nagrarapportera-
defall har man némligen hittat den mu-
terade stammen i HBeAg-positiva sera
[13-15]. Detta har lett till att andra me-
kanismer for serokonversion fran HBe-
Agtill anti-HBe har 6vervégts.

Transkriptionen av precore- och
core-genernastyrsav en sekvensi X-ge-
nen kallad »core promoter». Man har
hittat en lika god korrelation mellan
HBeAg/anti-HBe-status och mutationer
i en kort sekvens av core promoter som
mellan HBeAg/anti-HBe-status och
mutation i precore-kodon 28[16, 17].

Fulminanta hepatiter

Ett utbrott av fulminant hepatit B hos
sex patienter paett sjukhusi Haifa 1986
leddetill fem dodsfall. Smittkallavar en
anti-HBe-positiv kronisk bérare [18].
Senare studier har visat att patienterna
var infekterade av samma stam och att
denna hade en stoppmutation i precore-
kodon 28, identisk med devanligen rap-
porterade kodon 28-mutationerna [19].
Sammamutation har hittatsi fleraandra
fall med fulminant hepatit B [4].

| en experimentell studie visade sig
en stam som givit upphov till fulminant
hepatit &ven orsaka aggressiv hepatit
hos chimpanser, samt innehallaett fler-
tal mutationer, inklusive stopp i pre-
core-kodon 28 [20]. Vid en genomgang
av 40 fall av fulminant hepatit B i USA
fann man att &ven HBV-stammar utan
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Figur 4. HBV S-proteinet med de
subtypspecifika kodonerna och den
sannolika lokalisationen fér den
immundominanta a-determinanten.

mutation i precore-kodon 28 gav upp-
hov till fulminant hepatit [21]. Sanno-
likt har co-infektion med andra virus
(HCV, HDV) lika stor betydelse i ut-
vecklingen till fulminant hepatit som
mutationer i precore-regionen.

Levercancer

Prevalensen av bérare av hepatit B
varierar avsevart i olika delar av vérl-
den. | det nédrmaste identiska geografis-
ka variationer forekommer for preva
lensen av levercancer. Sdlunda féljs en
hdg prevalens av levercancer och kro-
niskt HBV-bérarskap &. Ar 1981 kom
en epidemiol ogisk rapport frén Taiwan,
dér Beasley och medarbetare funnit att
hepatocelluléar cancer var 200 ganger
vanligare hoskroniskaHBV-bérarei ett
material padver 22 000 man [22]. Béde
epidemiol ogiska och molekyléra studi-
er har nu bekréftat sambandet mellan
HCC och HBV [9].

Paden molekylarasidan & det fram-
for alt X-proteinet med sin transaktive-
rande férméaga som har en onkogen po-
tential. Dels inhiberar det den DNA-
bindande aktiviteten hos p53 [23], dels
har den visats transaktivera flera cellu-
l&raonkgener [24]. Den transaktiveran-
de funktionen & sannolikt lokaliserad
till Kunitz-doménliknande delar av X-
proteinet, vilket innebér att X &ven &r en
serinproteashammare [25, 26]. De tva
Kunitz-doménliknande delarna av X-
proteinet & val konserverade mellan
olika HBV-stammar [17]. Mutationer i
dessa regioner har betydelse for den
transaktiverande formagan och kan dar-
med paverka risken for utveckling av
hepatocel lul&r cancer.

Falskt HBsAg-negativa

och »vaccine-escape mutants»

Den immundominanta epitopen hos
HBsAg pa HBV-partikelns yta, be-
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namnd a-determinanten, bestar av
minst nio och mgjligen upp till 24 ami-
nosyror [27, 28]. Vissatest for detektion
av HBsAg, liksom kroppens egen anti-
HBs-produktion, riktar sig mot just
denna sekvens.

| borjan av 1990-tal et kom rapporter
omfall med akut hepatit B hos patienter
som framgangsrikt vaccinerats mot he-
patit B och utvecklat skyddande anti-
kroppsnivéer (anti-HBs) [4, 28]. De
akuta hepatiterna visade sig orsakas av
HBV-stammar med en mutation i a-de-
terminanten som andrade den mer hyd-
rofoba aminosyran glycin 145 till hyd-
rofila arginin, darav namnet »vaccine-
escape mutants» (Figur 4 och 5). Waters
och medarbetare [29] kunde i experi-
mentellasystem bekréftade forandrade
egenskaperna hos den muterade stam-
men.

Aven andra aminosyror i a-deter-
minanten har pavisats kunna vara
forandrade, med pafdljandeklinisk in-
fektion hos vaccinerade och risk for
falskt negativa svar vid HBsAg-test-
ning [4]. Man har dock inte kunnat se
nagon klinisk skillnad mellan infek-
tion med omuterade stammar och in-
fektion med stammar muteradei a-de-
terminanten.

Interferonbehandling

Den hitillsendaregistrerade behand-
lingen mot hepatit B & interferon. De
basta behandlingsresultaten erhdlls
bland vasterlandska patienter som €
smittats neonatalt och kan danaover 50
procents serokonversion. Hosen del pa-
tienter ser maneninitial forbattring som
dock inte hdller i sig. De &erfar HBV-
DNA i serum som tecken pé en aktiv,
pagaende virusreplikation och labora-
toriemassigt kan man se stigande trans-
aminaser som tecken pa recidiverande
leverskada [30]. Hos mycket fa av des-
sa patienter har man tittat pa férand-
ringar i HBV-DNA som en eventuell
forklaring till forsdmringen. Studier
fran bl altaien[31, 32 och forfattarens
egna opublicerade observationer] har
visat deletioner i pre-S2-regionen som
uppkommit efter interferonbehandling.
Det &r framfor allt den forsta hélften av
genen som avl&gsnats.

Det & intressant att notera att det ar
den forsta halften av pre-S2-proteinet
som &r séte for sdva B- som T-cellsepi-
toper och som kan ge upphov till neu-
traliserande antikroppar mot HBV [33].
M ekanismen bakom pre-S2-del etioner-
na & okand. Det & dock mgjligt att vi-
rusgor sig av med en del av sitt genetis-
kamaterial for att darigenom undkom-
ma upptackt av immunsystemet. Da de
avlagsnade sekvenserna kodar for
strukturer som g ar livsviktigafor viru-
sets fortsatta Gverlevnad och replika-
tionsférmaga skulle deletionen sdledes
gynnavirus och inte patienten.

Sammanfattning

Hepatit B-virus har normalt en bety-
dande genetisk variabilitet. Det &r
frémst pre-S- och S-generna som varie-
rar mellan olikastammar och olikasub-

Figur 5. Hydrofilicitetsdiagram éver HBV
S-proteinets aminosyror 120-161 enligt
Hopp och Woods. Topp 6ver medellinjen
indikerar en hydrofil region och talar for
béttre antigenicitet &n en hydrofob
region.
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och genotyper. Som vi har sett fore-
kommer emellertid dven andra férand-
ringar i hepatit B-virusets DNA, muta-
tioner som kan leda till att virus beter
sig pa ett mer aggressivt sit eller
forandrar virusets kontakter med im-
munfdrsvaret och véardeellen.

Att beddma betydel sen av olika mu-
tationer kan goras pa huvudsakligentva
sétt. Det ena innebér att man experi-
mentellt forandrar virusets DNA och
sedan ser vilken effekt det har in vivo.
Med ett virus som HBV, som inte vaxer
i cellkultur och inte infekterar annat én
primater, innebé denna metod stora
praktiska svarigheter.

Den andrametoden &r att gamoleky-
l&repidemiologiskt tillvéaga. Nér fler
data samlas dar HBV-DNA -sekvenser
kan korreleras med kliniska tillstand
bor man sdsméningom kunnafaenkla-
rare bild 6ver vilka mutationer som ar
vasentliga for uppkomsten av olika
sjukdomstillstand.
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