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aa — Aminosaure (aminoacid)

AG - Antigenom

anti-HBc — AntikOrper gegen Hepatitis-B-Kernantigen (Antibodies against the hepatitis B core
antigen [Anti-HBc])
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization [WHO]) sind
weltweit ca. 296 Millionen Menschen (Stand 2019) chronisch mit dem Hepatitis-B-Virus (HBV)
infiziert, davon ca. 5% zuséatzlich mit dem Hepatitis-Delta-Virus (HDV). HDV kann zu schweren
Verlaufsformen der Hepatitis, einschlief3lich der fulminanten Hepatitis, und zu einer hohen

Rate an Leberzirrhosen mit der Spatfolge des hepatozellularen Karzinoms (HCC) fuhren.

Die virusspezifische CD8+ T-Zell-immunantwort scheint eine wichtige Rolle flir den Ausgang
einer HDV-Infektion zu spielen. Nur ein kleiner Teil der Patienten (10-20%) ist in der Lage,
eine ausreichende virusspezifische CD8+ T-Zell-Antwort zu generieren und damit die HDV-
Infektion auszuheilen. In den letzten Jahren konnten 18 CD4+ und 18 CD8+ T-Zell-Epitope
charakterisiert werden. Bisher wurden zwei Uberlappende humane Leukozytenantigene
(human leukocyte antigen [HLA])-B*27-restringierte CD8+ T-Zell-Epitope, large-HDAg (L-
HDAQ)99-108 und L-HDAg103-112, in der konservierten Region des grof3en HDV-Proteins
identifiziert. Eine spezifische CD8+ T-Zell-Immunantwort gegen beide Epitope wurde bei HLA-
B*27-positiven Patienten mit ausgeheilter HDV-Infektion nachgewiesen. Funktionelle T-Zell-
Analysen zeigten, dass eine Substitution der Aminosauren (aminoacid [aa]) an den Positionen

105 und 106 eine Immunevasion flr HDV verursacht.

In dieser Studie wurde die Frage gestellt, ob das HLA-B*27-Allel mit einer hoéheren
Ausheilungsrate bei Patienten mit einer HDV-Infektion assoziiert ist. Fur den Fall, dass das
HLA-B*27-Allel in dieser Studie nicht mit einer hdheren Ausheilungsrate der HDV-Infektion
assoziiert ist, sollte untersucht werden, inwieweit Escape-Mutationen innerhalb der HLA-B*27-
restringierten Epitope des HDV fir die fehlende Immunantwort verantwortlich sind. Zudem
wurde untersucht, ob andere HLA-B*-Allele modglicherweise mit einer hdheren

Chronifizierungs- oder Ausheilungsrate der HDV-Infektion korrelieren.

Um diese Fragen zu beantworten, wurden Proben von 69 Patienten mit ausgeheilter HDV-
Superinfektion bei weiter persistierender HBV-Infektion und einer Kontrollgruppe von 191
Patienten mit chronischer HBV/HDV-Superinfektion aus den Kooperationszentren in der EU,
den USA und dem Iran analysiert. Bei allen Patienten wurde eine HLA-Klasse-I-Typisierung
durchgefihrt. Die Haufigkeit des HLA-B*27-Allels und der anderen HLA-B*-Allele bei

Patienten mit ausgeheilter und chronischer HDV-Infektion wurde verglichen.



Zusammenfassung

Im Gegensatz zum Hepatitis-C-Virus (HCV) und zum Humanen Immundefizienz-Virus (HIV)
gab es keine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem HLA-B*27-Allel und einer
héheren HDV-Ausheilungsrate: Das HLA-B*-27-Allel wurde bei sechs von 69 ausgeheilten
Patienten (8,7 %) und bei zehn von 191 chronisch kranken Patienten (5,2 %) nachgewiesen
(p-Wert 0.38). Anhand der Daten der ,Comprehensive Hepatitis D Virus Database“ wurde
dann untersucht, inwieweit Escape-Mutationen innerhalb der beiden HLA-B*27-restringierten
Epitope des HDV fiir die fehlende Immunantwort verantwortlich sind. Eine erhéhte Rate von
Escape-Mutationen in den beiden beschriebenen HLA-B*27-Epitopen des HDV konnte nicht
nachgewiesen werden: Nur bei neun von 848 Isolaten (1%) in der ,Comprehensive Hepatitis
D Virus Database“ wurden Escape-Mutationen in den beiden beschriebenen HLA-B*27-

Epitopen gefunden.

Ein Vergleich der Verteilung anderer HLA-B*-Allele mit bekannten HDV-Epitopen bei
ausgeheilten und chronisch erkrankten Patienten ergab, dass das HLA-B*53-Allel statistisch
signifikant mit einer hoheren Ausheilungsrate der HDV-Infektion korrelierte: das HLA-B*53-
Allel wurde bei sieben von 69 Patienten mit ausgeheilter HDV-Infektion (10,1%) und nur bei
funf von 191 Patienten mit chronischer HDV-Infektion (2,6%) nachgewiesen (p-Wert 0.018).

Fir das HLA-B*52-Allel konnte gezeigt werden, dass es mit einer erhdohten Rate an
chronischen Verlaufen der HDV-Infektion korrelierte: das HLA-B*52-Allel wurde bei 16 von
191 Patienten mit chronischer HDV-Infektion (8,4%), aber nur bei einem von 69 Patienten mit
ausgeheilter Infektion (1,4%) nachgewiesen; dieser Unterschied war statistisch signifikant (p-
Wert 0.048). Dies wirde bedeuten, dass Trager dieses Allels ein héheres Risiko fir die

Chronifizierung einer HDV-Infektion haben kdnnten.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie keine Korrelation zwischen dem HLA-B*27-Allel
und einer héheren Ausheilungsrate einer HDV-Infektion nachgewiesen werden und Escape-
Mutationen als Ursache fir die fehlende Immunantwort konnten nicht gefunden werden. Es
wurde jedoch festgestellt, dass das HLA-B*53-Allel statistisch signifikant mit einer hdheren
Ausheilungsrate der HDV-Infektion korreliert. Fir das HLA-B*52- Allel konnte gezeigt werden,

dass es mit einer erhdhten Rate chronischer Verlaufe der HDV-Infektion korreliert.



Abstract

Abstract

According to the World Health Organization (WHO), around 296 million people worldwide (as
of 2019) are chronically infected with the hepatitis B virus (HBV), of which around 5% are also
infected with the hepatitis delta virus (HDV). HDV can lead to severe forms of hepatitis,
including fulminant hepatitis, and to a high rate of liver cirrhosis with the late consequence of

hepatocellular carcinoma.

The virus-specific CD8+ T-cell immune response appears to play an important role in the
outcome of an HDV infection. Only a small proportion of patients (10-20%) are able to
generate a sufficient virus-specific CD8+ T cell response and thus cure the HDV infection. In
recent years, 18 CD4+ and 18 CD8+ T cell epitopes have been characterised. To date, two
overlapping HLA-B*27-restricted CD8+ T cell epitopes, L-HDAg99-108 and L-HDAg103-112,
have been identified in the conserved region of the large HDV protein. A specific CD8+ T cell
immune response against both epitopes was detected in HLA-B*27-positive patients with
cured HDV infection. Functional T cell analyses showed that a substitution of the amino acids

at positions 105 and 106 causes immune evasion for HDV.

In this study, the question was asked whether the HLA-B*27 allele is associated with a higher
cure rate in patients with HDV infection. In the event that the HLA-B*27 allele is not associated
with a higher cure rate of HDV infection in this study, it should be investigated to what extent
escape mutations within the HLA-B*27-restricted epitopes of HDV are responsible for the lack
of immune response. It was also investigated whether other HLA-B* alleles might correlate

with a higher chronification or cure rate of HDV infection.

To answer these questions, samples from 69 patients with cured HDV superinfection with
persistent HBV infection and a control group of 191 patients with chronic HBV/HDV
superinfection from the cooperation centres in the EU, the USA and Iran were analysed. HLA
class | typing was performed on all patients. The frequency of the HLA-B*27 allele and the

other HLA-B* alleles in patients with cured and chronic HDV infection was compared.

In contrast to the hepatitis C virus (HCV) and the human immunodeficiency virus (HIV), there
was no statistically significant correlation between the HLA-B*27 allele and a higher HDV cure
rate: the HLA-B*27 allele was detected in six of 69 cured patients (8.7 %) and in ten of 191

chronically ill patients (5.2 %) (p-value 0.38). Using data from the "Comprehensive Hepatitis
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D Virus Database", the extent to which escape mutations within the two HLA-B*27-restricted
epitopes of HDV are responsible for the lack of immune response was then analysed. An
increased rate of escape mutations in the two described HLA-B*27 epitopes of HDV could not
be detected: Only nine out of 848 isolates (1%) in the "Comprehensive Hepatitis D Virus

Database" were found to have escape mutations in the two described HLA-B*27 epitopes.

A comparison of the distribution of other HLA-B* alleles with known HDV epitopes in cured
and chronically ill patients showed that the HLA-B*53 allele correlated statistically significantly
with a higher cure rate of HDV infection: the HLA-B*53 allele was detected in seven of 69
patients with cured HDV infection (10.1%) and only in five of 191 patients with chronic HDV
infection (2.6%) (p-value 0.018).

The HLA-B*52 allele was shown to correlate with an increased rate of chronic courses of HDV
infection: the HLA-B*52 allele was detected in 16 of 191 patients with chronic HDV infection
(8.4%), but only in one of 69 patients with cured infection (1.4%); this difference was
statistically significant (p-value 0.048). This would mean that carriers of this allele could have

a higher risk of chronic HDV infection.

In summary, no correlation between the HLA-B*27 allele and a higher cure rate of HDV
infection could be demonstrated in this study and escape mutations could not be found as a
cause for the lack of immune response. However, it was found that the HLA-B*53 allele
correlates statistically significantly with a higher cure rate of HDV infection. For the HLA-B*52
allele, it was shown that it correlates with an increased rate of chronic courses of HDV

infection.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Entdeckungsgeschichte von HDV

Ende der 70er Jahre wurde Uber ein neues Hepatitisvirus mit der urspringlichen Bezeichnung
Delta berichtet. Mitte der 70er Jahre entdeckten Rizzetfto et al., dass einige Hepatitis-B-
Oberflachenprotein-Antigen (hepatitis B surface antigen [HBsAg])-positive Leberbiopsien
nicht mit dem Referenzserum reagierten, das Antikdrper gegen das Hepatitis-B-Kernantigen
(hepatitis B core antigen [HBcAg]; antibodies against the hepatitis B core antigen [anti-HBc])
enthielt. Es wurde vermutet, dass diese Biopsien mdglicherweise Immunkomplexe eines
anderen Antigens enthielten. Aus dem Serum eines HBsAg-positiven Patienten wurde das
neue Antiserum hergestellt, das mit einem unbekannten Antigen in den Leberkernen reagierte
und eine dem HBcAg ahnliche Fluoreszenzfarbung ergab. Elektronenmikroskopisch konnten
in der Biopsie keine partikularen oder strukturierten virusdhnlichen Elemente nachgewiesen
werden. Rizzefto und Mitarbeiter bezeichneten das neu entdeckte Antigen als HBsAg-
assoziiertes Delta-Antigen und berichteten 1977, dass es sich wahrscheinlich um einen bisher
unbekannten Bestandteil des HBV-Nukleokapsids handelt (Rizzetto et al., 1977). Kurz darauf
begannen in den USA experimentelle Untersuchungen an Schimpansen. Die Ubertragung von
HDV wurde nachgewiesen und zwei klinische Formen der HDV-Infektion beschrieben: Die
HBV/HDV-Koinfektion und die HDV-Superinfektion. (Rizzetto et al., 1980). Das Konzept der
Koinfektion und Superinfektion ermdglichte es, den natlrlichen Verlauf der HDV-Infektion zu
verstehen (Rizzetto et al., 1990). Dieses Infektionsmuster zeigte, dass HDV kein Bestandteil
einer HBV-Variante war, sondern ein defektes, nicht autonomes pathogenes Virus, das der
biologischen Hilfe von HBV bedurfte.

1981 wurden ein Radioimmunoassay und ein enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA-
Test) auf der Basis von gereinigtem Delta-Antigen zum Nachweis spezifischer anti-HDV-

Antikoérper im Blutserum von Patienten entwickelt (Crivelli et al., 1981).
Die Ribonukleinsaure (ribonucleic acid [RNA]) des HDV wurde 1986 von A. Kos am

Primatenzentrum in Rijswijk (Niederlande) genauer charakterisiert und als einzelstrangiger,

zirkular geschlossener Ring erkannt (Kos et al., 1986).
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Einleitung

1.2. HDV-Taxonomie

Im Jahr 2020 hat die ICTV Hepadnaviridae and Hepatitis Delta Virus Study Group (Hepojoki
et al.) eine Taxonomie von HDV vorgeschlagen:

Realm — Ribozyviria

Familie — Kolmioviridae

Genus (Gattung)- Deltavirus

Art — Deltavirus italiense (Genotyp 1), D. japanense (Genotyp 2), D. taiwanense (Genotyp 4)

1.3. HDV-Epidemiologie und -Genotypen

Diagnostische Tests zum Nachweis von Anti-HDV-Antikorpern wurden nach der Entdeckung
von HDV rasch entwickelt, und ihr Einsatz spielt eine wichtige Rolle beim Verstandnis der
weltweiten Epidemiologie von HDV. Die Bedeutung von Anti-HDV als epidemiologischer
Marker variiert je nach klinischem Umfeld. Bei einer HBV/HDV-Koinfektion sind Antikorper
transient, so dass es oft nicht méglich ist, eine friihere Infektion nachzuweisen. Bei einer HDV-
Superinfektion bei HBsAg-Tragern sind Antikdrper Uber einen langeren Zeitraum
nachweisbar. Daher sind HDV-superinfizierte HBsAg-Trager eine zuverlassige
Informationsquelle fir die HDV-Epidemiologie, und Pravalenzdaten sollten auf diese

Kategorie beschrankt werden.

Neuere Metaanalysen haben die Zahl der Patienten mit chronischer HDV-Infektion weltweit
geschatzt, wobei die Zahlen stark schwanken: Die weltweite Pravalenz von HDV wird auf 12
Millionen Menschen geschéatzt (Stockdale et al., 2020), andere Berechnungen gehen von 32-
61 Millionen (Miao et al., 2020), (Stockdale et al., 2020) oder sogar 62-72 Millionen (Chen et
al., 2019) Betroffenen aus.

Im Jahr 2020 fassten Stockdale et al. Studien zusammen, in denen 120.293 HBsAg-positive
Personen auf Anti-HDV getestet wurden. Die Anti-HDV-Pravalenz betrug 4,5 % bei HBsAg-
positiven Personen und 16,4 % bei Patienten in hepatologischen Kliniken. Weltweit wurden
schatzungsweise 0,16 % der Allgemeinbevoélkerung, d. h. insgesamt 12,0 Millionen
Menschen, positiv auf Anti-HDV getestet. Die Pravalenz unter HBsAg-positiven Personen war
am hdchsten in der Mongolei, der Republik Moldau und in west- und zentralafrikanischen

Landern und war héher bei intravends Drogenabhangigen, Hamodialysepatienten, Mannern,
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die Sex mit Mannern haben, kommerziellen Sexarbeitern und Personen mit HCV oder HIV.
(Stockdale et al., 2020).

Abbildung 1 fasst die Pravalenz der Anti-HD-positiven HBsAg-Trager zusammen.

Prevalence of anti-HDV among HBsAg positive people in the general population

Anti-HDV
prevalence (%)
<
11.1-2.0
[121-5.0
= 5.1-10.0
[110.1-30.0
[ 30.1-50
I >50

[ ] Data not available
[ | Not applicable

Abbildung 1: Pravalenz von Anti-HD bei HBsAg-Tragern in der Gesamtbevoélkerung
Mit Hotspots in der Mongolei, der Republik Moldau und den Landern West- und
Zentralafrikas.

(Stockdale et al., 2020)

Zurzeit sind acht HDV-Genotypen beschrieben. Die HDV-Genotypen unterscheiden sich in
ihrer Genomsequenz um 19-40 %, und die meisten kénnen in zwei bis vier Subgenotypen (a-
d) unterteilt werden, wobei die Subgenotypen eine Ahnlichkeit von > 84-90 % Uber das
gesamte Genom aufweisen. (Le Gal et al., 2017). Genotyp 1 dominierte weltweit (89,9 % der
veroffentlichten Daten). Andere Genotypen waren starker lokalisiert, darunter Genotyp 2 in
Asien, Genotyp 3 in Lateinamerika (hauptsachlich im Amazonasbecken), Genotyp 4 in Japan

und China (Taiwan), Genotyp 5 in Westafrika und Genotyp 6-8 in Zentralafrika.

1.4. HDV-Struktur

HDV ist das kleinste humane Virus mit einem Durchmesser von 35-36 nm (Zhang and
Urban, 2020) und benétigt HBV, genauer gesagt dessen Hille - HBsAg, um in die
Hepatozyten einzudringen, sich intrahepatisch zu vermehren und sich zwischen den Wirten

zu verbreiten (Lempp et al., 2016, Lucifora and Delphin, 2020).

12



Einleitung

Die Struktur von HDV und HBV (aufgrund der gemeinsamen Hulle gemeinsam dargestellt)
ist in Abbildung 2 dargestellt.

HBV HDV

HBcAg S-HDAg
HBV
rcDNA L-HDAg
HBV
polymerase A 3 2 HDV
’ < . genomic RNA

Abbildung 2: Struktur von HBV- und HDV-Virionen

Beide Viren verwenden HBsAg (small-, middle-, large- [S-, M- und L-HBsAg]) fir ihren
Zusammenbau. Das ikosaedrische HBV-Kapsid wird durch Multimerisierung seines HBcAg
gebildet und enthdlt eine Kopie des Vviralen, teilweise doppelstrangigen
Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid [DNA])-Genoms (oder relaxierte zirkulare
DNA, [rcDNA]) und die virale Polymerase. HDV-Virionen enthalten eine Kopie des viralen
zirkularen, einzelstrangigen RNA-Genoms, die mit beiden Formen seines einzigen Proteins
(Hepatitis-Delta-Antigen (HDAQ)) - grofRes und kleines HDAg (large- und small-HDAg [L- und
S-HDAQ]) assoziiert ist und das virale Ribonukleoprotein (RNP) bildet.

(Mentha et al., 2019)

HD-Virionen enthalten eine Kopie des kovalent geschlossenen, einzelstrangigen viralen RNA-
Genoms mit negativer Polaritdt, bestehend aus 1672 bis 1697 Ribonukleotiden
(genotypabhangig) (Hughes et al., 2011). Das RNA-Genom weist eine
Sequenzkomplementaritdt von 70 % auf und hat einen hohen Guanosin/Cytidin-Gehalt,
wodurch es zu einer stabchenférmigen Struktur gefaltet werden kann (Wang et al., 1986, Kos
et al., 1986, Mentha et al., 2019).

Ein einziges Protein mit 214 Aminosauren wird kodiert (Hughes et al., 2011), das HDAg, das
in zwei Varianten vorkommt: das S-HDAg und das L-HDAg, das 19 zuséatzliche C-terminale
Aminosauren aufweist (Zhang and Urban, 2020). Der RNP-Komplex besteht aus dem RNA-

Genom und zwei Isoformen des HDAg, die das RNA-Genom umbhdillen (Griffin et al., 2014).
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1.5. Tiermodelle fiir HDV

Der Mensch ist der einzige natirliche Wirt fur HDV. Leider sind die Tiermodelle fur die
Untersuchung von HDV sehr begrenzt, da ein Modell sowohl fiur HBV als auch fir HDV

empfanglich sein muss.

Die besten Modelle sind Primaten, darunter Schimpansen. Bereits 1978 begann die Gruppe
Rizzetto et al. eine Zusammenarbeit mit dem National Institute of Health und der Georgetown
University in den USA. Durch Infektion von Schimpansen (HBV-naive Tiere und
asymptomatische HBV-Trager) mit Serum von HDV-Patienten konnten zwei Verlaufsformen

(Koinfektion und Superinfektion) untersucht werden. (Rizzetto et al., 1980)

Einige Nichtprimaten wie Tupaia bengaleri (Zheng et al., 1995) kdnnen mit (humanem) HBV

infiziert und mit HDV ko-/superinfiziert werden.

Ein weiteres gutes Tiermodell fiur HDV ist das Waldmurmeltier (Woodchuck).
Waldmurmeltiere, die chronisch mit dem Woodchuck-Hepatitis-Virus (WHV) infiziert sind,
kénnen mit HDV superinfiziert werden. Studien haben gezeigt, dass mit WHV infizierte
Waldmurmeltiere mit dem von Schimpansen stammenden HDV superinfiziert werden kénnen
(Ponzetto et al., 1984). Naturliche HDV-Infektionen bei Waldmurmeltieren sind bisher nicht

bekannt.

Kurzlich wurden humanisierte chimare Mausmodelle entwickelt (uPA/SCID-Mause).
HDAg/HBsAg-transgene Mause entwickeln keine Lebererkrankung (Guilhot et al., 1994). In
humanisierten uPA/SCID-Mausen kann eine HDV-Monoinfektion intrahepatisch ohne HBsAg

fur mindestens sechs Wochen persistieren (Giersch et al., 2014).
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1.6. HDV-Lebenszyklus und RNA-Replikation

Der HDV-Lebenszyklus ist in Abbildung 3 vereinfacht und schematisch dargestellt.

Hepatocyte

HSPGs

HDV RNP

= HDV AG o
o
3 » WS 9 S RNA
b Pol i/ 1l °
Nucleus

Golgi i oo
| BN,

HDV
virion

HDV
mRNA Ao

@, g 12

N ' E

HBV
SVPs

HDV RNP

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Hauptschritte des HDV-Lebenszyklus

Der Eintritt in das HDV (Schritt 1) wird durch einen ersten Anheftungsschritt vermittelt, der aus
der Interaktion des Virus mit Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPGs) und der spateren
spezifischen Interaktion von L-HBsAg mit dem viralen Rezeptor Natrium-taurocholat-
cotransportierenden Polypeptid (NTCP) resultiert. Das virale RNP wird dann in den Zellkern
transportiert (Schritt 2), wo es das virale Genom freisetzt, das als Vorlage fiir die Transkription
der HDV-Messenger-Ribonukleinsaure (messenger ribonucleic acid [mRNA]) dient (Schritt 3),
aus der HDAg Ubersetzt wird (Schritt 4). Die Replikation der viralen RNA (Schritt 5) wird durch
zelluldare DNA-abhangige RNA-Polymerasen in Gegenwart von S-HDAg Uber einen Rolling-
Circle-Mechanismus unter Bildung von multimeren und antigenomischen RNA-Intermediaten
vermittelt. Wahrend der Replikation kann die antigenomische RNA durch die
Adenosindesaminase, die auf RNA 1 wirkt (adenosine deaminase acting on RNA-1 [ADAR1])
(Schritt 6) editiert werden, was zur Expression von L-HDAg-Molekilen fiihrt. Die
Farnesylierung von L-HDAg (Schritt 7) ist fir die Regulierung der Replikation und des viralen
Aufbaus notwendig. Die neu gebildeten HDV-RNPs werden im Zellkern zusammengebaut
(Schritt 8), exportiert und dann von HBsAg umhdllt (Schritt 9), und zwar durch die Interaktion
von farnesyliertem L-HDAg mit HBsAg. Es wird angenommen, dass HDV-Virionen parallel zu
den HBV-subviralen Partikeln (subviral particles [SVPs]) durch das Golgi-System sezerniert
werden (Schritt 10).

ADAR1- Adenosindesaminase, die auf RNA 1 wirkt; AG - Antigenom; ER - endoplasmatisches
Retikulum; G - Genom; HBV - Hepatitis-B-Virus; HDV - Hepatitis-B-Virus; HSPGs -
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Heparansulfat-Proteoglykane; NTCP - Natriumtaurocholat-Co-Rezeptorpeptid; RNP -
Ribonukleoprotein; SVPs - subvirale Partikel.

(Mentha et al., 2019)

HBV und HDV werden von HBsAg umhdillt und dringen daher auf die gleiche Weise in die
Hepatozyten ein (Sureau and Negro, 2016). Um infektids zu sein, bendtigen beide Viren L-
HBsAg, insbesondere die 75 Aminosauren an seinem N-Terminus (in der PreS1-Domane),
wo sich eine essentielle Myristoylierungsstelle befindet (Urban et al., 2014), sowie spezifische

Aminosaurereste von S-HBsAg.

M-HBsAg scheint jedoch keine obligatorische Rolle zu spielen (Sureau et al., 1994, Abou-
Jaoudé and Sureau, 2007). HBsAg bindet initial unter Beteiligung der PreS-Domane und des
»<antigenic loop“ der S-Domane an HSPGs (Schulze et al., 2007, Sureau and Salisse, 2013),
die auf der AulRenseite der Wirtszellmembran exponiert sind (Schulze et al., 2007, Leistner et
al., 2008, Lamas Longarela et al., 2013).

Eine besonders wichtige Rolle wird dem Glypican-5 zugeschrieben, das als Eintrittsfaktor
identifiziert wurde, dessen Ausschaltung die Infektion jedoch nicht verhindern kann (Verrier et
al., 2016). Die Bindung an diesen Rezeptor ist notwendig, aber nicht entscheidend fiir den
Eintritt des Virus. Im zweiten Schritt bindet der myristoylierte N-Terminus der PreS1-Domane
des L-HBsAg mit hoher Affinitdt an NTCP (Urban et al., 2014). Diese Rezeptorbindung ist
notwendig und ausreichend fiir eine HBV- und HDV-Infektion (Yan et al., 2012, Ni et al., 2014).
HDV wird in die Wirtszelle aufgenommen, es kommt zur Fusion von viraler und zellularer

Membran.

Nach dem Eintritt des HDV in die Zelle trennt sich die Hille vom RNP und dieses wandert
Uber ein Kernortungssignal in den Zellkern (Alvarado-Mora et al., 2013). Die HDV-Replikation
erfolgt unabhangig von HBV und findet im Zellkern statt. HDV besitzt keine eigene RNA-
abhangige RNA-Polymerase und nutzt auch keine Polymerase von HBV. HDV entfiihrt
Wirtsenzyme und erzwingt einen Matrizenwechsel von Wirts-DNA zu viraler RNA (Taylor,
2015, Botelho-Souza et al., 2017), mdglicherweise mit Hilfe einer Histon-H3-Mimikry-Strategie
(Abeywickrama-Samarakoon et al., 2020). Die genauen Mechanismen, mit denen HDV RNA-

Polymerasen fir seine Replikation entfiihrt, sind noch nicht verstanden.

Die Identitat der beteiligten Polymerasen wird noch diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass
drei Wirts-RNA-Polymerase (RNAP)-Typen, Il und Ill, mit dem HDV-Genom interagieren
(Greco-Stewart et al., 2007, Greco-Stewart et al., 2009). RNAP | ist an der antigenomischen
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Transkription beteiligt, fir RNAP Il wurde bisher keine genaue Funktion beschrieben (Greco-
Stewart et al., 2009). Die RNAP Il wurde als Wirts-RNAP identifiziert, die an der Synthese des
Genoms und der mRNA beteiligt ist (Modahl and Lai, 2000, Chang et al., 2008). Obwohl es
wahrscheinlich erscheint, dass RNAP |l fur die Synthese der Antigenom (AG)-RNA
verantwortlich ist (Chang et al., 2008), wird die Identitat der beteiligten Polymerase noch
diskutiert (Lucifora and Delphin, 2020). Beide Formen von HDAg sind an der Regulation der
HDV-Replikation beteiligt: S-HDAg férdert die Genomreplikation (Kuo et al., 1989, Yamaguchi
et al.,, 2001), L-HDAg ist ein potenter transdominanter Inhibitor der Genomreplikation und
fordert die Virionassemblierung (Chao et al., 1990, Glenn and White, 1991, Sato et al., 2004).

Das Virus produziert in infizierten Zellen drei virale RNAs: das Negativ-Sense (ns)-Genom
(300.000 Kopien), die mRNA fir das virale Protein HDAg (500 Kopien) und das AG (100.000
Kopien) (Alves et al., 2013). HDAg interagiert mit dem Genom und dem AG und bildet RNP-
Komplexe (Chao et al., 1991, Wang and Lemon, 1993, Defenbaugh et al., 2009). HDV
repliziert im Zellkern Uber einen Rolling-Circle-Mechanismus, die ringférmige genomische
RNA dient als Matrize fir die Synthese des AG und der mRNA, das ringférmige AG dient als
Matrize fur die Synthese des Genoms (Reid and Lazinski, 2000, Greco-Stewart et al., 2007).
Genomische und antigenomische RNA enthalten selbstspaltende Ribozyme. Die Wirts-RNAP
durchlauft mehrfach ringférmige HDV-RNA-Matrizen und produziert Multimere, aus denen
ribozymgespaltene monomere Kopien entstehen; diese linearen Monomere werden dann
durch Wirts-RNA-Ligase ligiert und bilden Kreise (Reid and Lazinski, 2000, Greco-Stewart et
al., 2007), diese Kreise dienen als Matrizen fur die Produktion von linearen Multimeren
genomischer RNA mit entgegengesetzter Polaritat. Diese prozessieren sich selbst zu linearen
genomischen Monomeren durch autokatalytische Spaltung an einer anderen Ribozymstelle,
die nur einmal in jeder genomischen RNA kodiert ist. Die genomischen Monomere werden zu
Ringen ligiert, die entweder zusatzliche Replikationsrunden unterstutzen oder in entstehende
Virionen verpackt werden kdénnen (Lai, 1995). Eine kleinere antigenomische sense-mRNA
wird von der genomischen Matrize transkribiert. Diese mRNA kodiert fir beide Formen von
HDAg (Chang et al., 2008).

Der Startpunkt der mRNA-Synthese befindet sich in der Nahe des Loop-Endes der
geschlossenen Hairpin-RNA-Struktur, wo sich das 5'-Ende des HDAg-Gens befindet (Modahl
and Lai, 1998, Gudima et al., 2000). Der Startpunkt der Genomsynthese ist derzeit nicht
bekannt. Es ist moglich, dass die Initiationsstelle diskret ist, es ist auch moglich, dass es
mehrere Initiationsstellen gibt. (Stephenson-Tsoris and Casey, 2022). Greco-Stewart et al.
beobachteten die Bindung von RNAP Il an HDV-RNA-Fragmente von beiden Loop-Enden der

genomischen und antigenomischen Closed-Hairpin-Struktur (Greco-Stewart et al., 2007).
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Es gibt mehrere offene Leserahmen (ORFs) in der genomischen und antigenomischen HDV-
RNA, aber nur ein ORF auf dem AG kodiert fir HDAg (Wang et al., 1986, Gudima et al., 2002),
wobei dieser ORF nicht direkt in HDAg translatiert werden kann, dafur dient eine mRNA (Hsieh
et al., 1990). Wie bereits erwahnt, gibt es zwei Isoformen von HDAg (S-HDAg und L-HDAg).
Diese beiden Isoformen unterscheiden sich durch einen zusatzlichen C-terminalen Abschnitt
von 19 Aminoséauren in L-HDAg. S-HDAg wird fur die Replikation der HDV-RNA benétigt, L-
HDAg ist fur die Virionbildung essentiell. Die C-terminale Doméane von L-HDAg ermdglicht die
Interaktion mit HBsAg (Glenn et al., 1992).

Eine wichtige Rolle im Lebenszyklus von HDV spielt ein Enzym namens ADAR1. Die
Prozessierung der antigenomischen RNA durch ADAR1 fordert den Ubergang von der S-
HDAg-mRNA zur L-HDAg-mRNA-Transkription (Casey, 2012). ADAR1 hat zwei Isoformen:
die kleine, die konstitutiv exprimiert wird, und die grol3e, deren Expression durch Interferon
(IFN) Typ | stimuliert wird. Uber die Rolle der einzelnen ADAR1-Isoformen im HDV-
Lebenszyklus liegen noch widersprichliche Ergebnisse vor (Wong and Lazinski, 2002,
Hartwig et al., 2006). ADAR1 wirkt auf die Amber/W-Stelle des HDV-AG. Diese Stelle ist ein
UAG-Amber-Stoppcodon und fiihrt zur Termination der Translation und nachfolgender S-
HDAg-Produktion. ADAR1 desaminiert ein Adenosin (UAG — UIG) und das resultierende
Inosin wird im nachsten Replikationszyklus als Guanosin erkannt, was zu einem ACC-Triplett
auf dem Genom flhrt (anstelle der urspriinglichen AUC). Die Transkription dieses Tripletts
erzeugt in der mRNA ein fir Tryptophan kodierendes UGG-Codon, das nicht mehr als
Stoppcodon fungiert. Folglich werden weitere 19 Aminosauren translatiert, was zur Synthese
von L-HDAg fuhrt (Polson et al., 1996, Casey, 2012, Zhang and Urban, 2020). Fur die Funktion
der HDAg sind posttranslationale Modifikationen (PTMs) notwendig (Lai, 2005a, Goodrum and
Pelchat, 2018). Die Struktur der beiden HDAg mit den funktionellen Doméanen und den Stellen

der posttranslationalen Modifikationen ist in Abbildung 4 schematisch dargestellit.

18



Einleitung

S2 RI13 K72 S123 S177 C211

: ccs RBD HLH| RBD VAS
31-52 97-107 136-146 195-214
L-HDAg | [ |

NLS
68-88
| |
SHPAs T 1 W [ [ 1
RNA-binding domain (RBD)
Coiled-coil sequence (CCS)
Nuclear localization sequence (NLS)

Virus assembly signal (VAS)
Helix-loop-helix (HLH)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des S-HDAg und L-HDAg
Abkurzungen: P - Phosphorylierung; M - Methylierung; A - Acetylierung; Pr - Prenylierung.
(Lai, 2005b)

Serin-2, -123 und -177 werden posttranslational phosphoryliert, Arginin-13 wird methyliert und
Lysin-72 wird acetyliert. Die Acetylierung von Lysin-72 ist fur die subzellulare Lokalisierung
von HDAg und die RNA-Replikation erforderlich. (Lee et al., 1994, Lai, 2005b, Tabernero et
al., 2018)

Fir die RNA-Replikation bendtigt das Virus die zellulare RNA-Polymerase Il, fir die Interaktion
mit dem Enzym muissen zwei Serinreste des S-HDAg phosphoryliert sein (Hong and Chen,
2010, Abbas and Afzal, 2013). Cystein-211 kommt nur in L-HDAg vor, die Farnesylierung von
Cystein-211 ist fur die Virusaggregation (Lee et al., 1994, Lai, 2005a, Tabernero et al., 2018)

und die Replikationshemmung (Hwang and Lai, 1994) notwendig.

HDV kann unabhangig von HBV replizieren und neue RNPs synthetisieren, bendtigt jedoch
HBsAg in derselben Zelle, um aus den Hepatozyten freigesetzt zu werden. Die HDV-
Assemblierung hangt von der spezifischen Wechselwirkung zwischen dem farnesylierten N-
Terminus von L-HDAg und der S-Region von HBsAg ab (Hwang and Lai, 1993). HDV-RNP
kann mit der kleinen Form von HBsAg (S-HBsAg) zusammengesetzt werden (Sureau et al.,
1993).

HDV-RNPs werden in das Zytoplasma transportiert, dieser Prozess wird wahrscheinlich durch
Nuclear RNA export factor 1 (NFX1) und den zellularen Exportfaktor TAP/Aly vermittelt
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(Huang et al., 2016). Die RNAs werden hauptsachlich im ER von HBV-Proteinen umhiillt
(Jenna and Sureau, 1999, Blanchet and Sureau, 2006, Komla-Soukha and Sureau, 2006). Es
wird angenommen, dass die HDV-Virionen die Hepatozyten mit Hilfe des Golgi-Apparates

zusammen mit den HBV-SVPs verlassen (Bonino et al., 1986, Mentha et al., 2019).

Neben der Verbreitung von umhilltem HDV Uber NTCP-Rezeptoren ist auch ein direkter
Transfer von replikationskompetenter HDV-RNA zwischen Zellen wahrend der Mitose
moglich. Dieser Prozess kann in Abwesenheit von HBsAg stattfinden. (Zhang et al., 2018,
Giersch et al., 2019).

1.7. HDV-Infektionsverlauf

Far die HDV-Infektion sind zwei klassische Formen beschrieben: die gleichzeitige Infektion
mit HBV und HDV (Koinfektion) und die HDV-Superinfektion einer chronisch HBV-infizierten
Person. Die Koinfektion kann zu einer fulminanten Hepatitis oder zu einer persistierenden
Infektion flhren, die bei 95 % der Patienten ausheilt (Rizzetto, 2000). Das Hauptmerkmal der
akuten Phase beider Formen der HDV-Infektion ist das voribergehende Auftreten von HDAg
innerhalb der ersten zwei Wochen der Erkrankung (Buti et al., 1986). Das HDAg verschwindet
rasch durch die Immunantwort. Bei immungeschwachten Personen, z.B. bei HIV-Infektion, ist
HDAg langer nachweisbar (Grippon et al., 1987). Eine spontane Clearance bei einer
Superinfektion ist selten und flhrt bei 90% der Personen zu einer viralen Persistenz (Caredda
et al.,, 1985, Yurdaydin et al., 2010). Bei einer HDV-Superinfektion wird sehr haufig eine
Suppression der HBV-Replikation beobachtet (Farci et al., 1988), es ist davon auszugehen,

dass eine Leberschadigung durch HDV verursacht wird.

Eine chronische HDV-Infektion fuhrt im Vergleich zur HBV-Monoinfektion in der Regel zu einer
beschleunigten Progression der Zirrhose, 50 % der Patienten entwickeln innerhalb von flnf-
zehn Jahren eine Zirrhose (Farci and Niro, 2012), das Risiko einer Leberdekompensation und
eines HCC ist erhoht (Fattovich et al., 2000, Wranke et al., 2017).

Es gibt noch eine dritte, seltene Variante der HDV-Infektion, bei der HDV zwar Hepatozyten
infizieren kann, aber ohne Anwesenheit von HBsAg die Zellen nicht verlassen kann. Diese
Variante wurde zuerst im Rahmen der Transplantationsmedizin beschrieben (Ottobrelli et al.,

1991, Smedile et al., 1998) und kurz darauf auch experimentell in humanisierten Mausen
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nachgewiesen (Giersch et al., 2014). Dies beweist, dass HBV nicht fir die Replikation von
HDV bendétigt wird, sondern fir die Verpackung und Freisetzung des Virus (Kuo et al., 1989).
In Abbildung 5 sind zwei klassische Formen der HDV-Infektion mit dem zeitlichen Verlauf der
serologischen und Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction [PCR])-Marker

zusammengefasst.

Coinfection HBV-HDV

B HDV
B HBV
0O aur

= == DNA /RNA
......... 1gM
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Superinfection, acute HDV
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Abbildung 5: Klinische Verlaufsformen der HDV-Infektion. Expressionsniveau von
Antigen, DNA oder RNA, Immunoglobulin M (IgM) und Immunoglobulin G (IgG) fiir HDV
und HBV

(Pascarella and Negro, 2011)

1.8. HDV-Therapie

Da HDV als Satellitenvirus von HBV dessen Hiillproteine fir den Zusammenbau neuer
Virionen und deren Ubertragung benétigt, schiitzt die prophylaktische HBV-Impfung auch vor
einer HDV-Infektion, da die uberwiegend verwendeten Impfstoffe das rekombinant
hergestellte HBsAg enthalten (Shouval et al., 1994). Eine spezifische Impfung gegen HDV
gibt es bisher nicht.
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1.8.1.IFN

In den letzten 20-30 Jahren und bis 2020 war die einzige Behandlungsoption fir die
HBV/HDV-Koinfektion die Off-Label-Anwendung (weder von der FDA noch von der EMA
zugelassen) von Standard- und pegyliertem Interferon a (peglFNa). PeglFNa wird Uber 48
Wochen wéchentlich subkutan injiziert und unterdrickt die HDV-Replikation bei ca. 20-30%
der Patienten 24 Wochen nach Therapieende. Bei kontinuierlicher Gabe iber mehr als 48
Wochen kann IFN dem Fortschreiten der Erkrankung entgegenwirken und fihrt bei ca. 10%
dieser Patienten wahrend der Langzeitbeobachtung zum Verlust des HbsAg (Heller et al.,
2014).

Bei ca. 80% der Patienten ist eine Verlangerung der IFN-Therapie auf 96 Wochen vertretbar,
dieses Therapieschema fihrt zu einer langeren Unterdriickung der HDV-Replikation, es zeigt
sich eine Verbesserung der Leberfibrose (Wedemeyer et al., 2019). IFN wird im klinischen
Alltag aufgrund von Kontraindikationen (z. B. bei alteren Menschen, Patienten mit
Autoimmunerkrankungen oder fortgeschrittener bzw. dekompensierter Lebererkrankung) und
erheblichen Nebenwirkungen nur eingeschrankt eingesetzt. Zudem wurden viele Patienten in
der Vergangenheit bereits erfolglos mit Standard- oder peglFNa behandelt. Roche hat die

Produktion von peglFN-a offiziell eingestellt, es wird nur noch bis Ende 2022 verfiigbar sein.

1.8.2. Aktivierung der angeborenen Immunitat — PEG-IFNA

IFNA ist ein Typ Il IFN, dessen Rezeptoren hauptsachlich auf Epithelzellen u.a. in Leber und
Lunge lokalisiert sind (Lasfar et al., 2011). Typ lll IFNA ist deutlich besser vertraglich als IFNa.
Dies wurde in groRen randomisierten kontrollierten Studien gut dokumentiert, in denen PEG-
IFNa mit PEG-IFNA zur Behandlung von HCV und HBV verglichen wurde (Muir et al., 2010,
Muir et al., 2014, Chan et al., 2016), wobei eine bessere Vertraglichkeit von PEG-IFNA bei
ahnlicher antiviraler Wirksamkeit wie bei IFNa gezeigt wurde. PEG-IFNA kdnnte in zukinftigen
Kombinationsstudien ein Uberlegener Ersatz fir PEG-IFNa sein (Elazar and Glenn, 2022).
Dartber hinaus ist PEG-IFNA der einzige neuartige Anti-HDV-Wirkstoff, der die HBsAg-
unabhéangige Zell-zu-Zell-Ausbreitung von HDV verhindert (Zhang et al., 2019). PEG-IFNA
befindet sich derzeit in der Phase-3-Studie LIMT-2 (clinicaltrials.gov # NCT05070364).
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1.8.3. Neue antiviral wirksame Therapien

Die neuen Therapien, die sich derzeit in verschiedenen Stadien der klinischen Prifung
befinden, wirken auf HDV in verschiedenen Stadien des Lebenszyklus: Eintritt, Zusammenbau
und Freisetzung sowie Immunaktivierung. Abbildung 6 zeigt die Angriffspunkte der neuen

Medikamente.

HDV virion

entry inhibitors

HBV/HDV
(Bulvertide/Myrcludex B )

Hepatocyte

Nucleic acid
polymers
(REP 2139)

Sodium taurocholate
cotransporting polypeptide (NTCP)

Transport
to nucleus

% Prenylated
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Abbildung 6: Lebenszyklus von HDV und Angriffspunkte fiir neue antivirale Therapien

1. Das HDV heftet sich an den Hepatozyten durch Interaktion zwischen HBsAg und dem
NTCP.

2. Das HDV-RNP wird durch das HDAg in den Zellkern verlagert.

3. Die Replikation des HDV-Genoms erfolgt Gber einen "Rolling-Circle"-Mechanismus.
4. Das HDV-AG wird aus dem Zellkern in das ER transportiert.

5. Das HDV-AG wird im ER in S-HDAg und L-HDAg Ubersetzt.

6. S-HDAg wird in den Zellkern transportiert.

7. S-HDAg fordert die HDV-Replikation im Zellkern.
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8. L-HDAg wird vor dem Zusammenbau prenyliert.
9. L-HDAg hemmt die HDV-Replikation im Zellkern.

10. Neue HDAg-Molekule werden mit neuen Transkripten der genomischen RNA assoziiert,
um neue RNPs zu bilden, die ins Zytoplasma exportiert werden.

11. Neue HDV-RNP assoziieren mit HBsAg und werden zu HDV-Virionen zusammengesetzt.

12. Fertige HDV-Virionen werden Uber das trans-Golgi-Netzwerk aus dem Hepatozyten
freigesetzt.

Neue Arzneimittel und ihre Angriffspunkte:
HBV/HDV-Inhibitoren (Bulvertide) - greifen durch kompetitive Bindung das NTCP an.

Nukleinsdure-Polymere (REP 2139-Ca) - hemmen das HBsAg und den subviralen Aufbau
sowie den HDV-Eintritt.

Prenylierungsinhibitoren (Lonafarnib) - hemmt den Prozess der Prenylierung des L-HDAg, der
der Assemblierung vorausgeht.

(Koh et al., 2019)

1.8.3.1. Hemmung des Viruseintritts — Myrcludex B

Am 31.07.2020 hat die Europaische Arzneimittelagentur (EMA) Bulevirtid, ein Praparat zur
Behandlung von HDV/HBV-koinfizierten Erwachsenen mit kompensierter Lebererkrankung,
unter Auflagen zugelassen (Urban et al., 2021). Bulevirtid ist ein myristoyliertes
Peptidmimetikum, dass sich von 48 Aminosduren des N-Terminus des HBV-L-Proteins
ableitet und sowohl die Bindung von HBV als auch von HDV an hNTCP und deren Eintritt in
die Hepatozyten in vitro (Gripon et al., 2005) und in vivo (Lutgehetmann et al., 2012) kompetitiv
hemmt. Die bedingte Zulassung erfolgte im Anschluss an die Ausweisung als Arzneimittel fir
seltene Leiden (Orphan Drug). Der Orphan Drug Status und der Breakthrough Therapy Status
wurden auch von der US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) erteilt.
(Nkongolo et al., 2022)

1.8.3.2. Hemmung der HBsAg-Sekretion — Nukleinsaurepolymere

Nukleinsaurepolymere (NAPs) sind einzelstrangige Phosphorothioat-Nukleinsdurepolymere,
die nachweislich antivirale Aktivitdt gegen mehrere Viren verschiedener Ordnungen besitzen
(Kocisko et al., 2006, Vaillant et al., 2006, Guzman et al., 2007, Bernstein et al., 2008, Lee et
al., 2008, Vaillant, 2016). In der Studie von Bazinet et al. konnte gezeigt werden, dass die

Kombinationstherapie mit REP 2139 und pegyliertem Interferon alfa-2a zu einer funktionellen
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Kontrolle der HBV- und HDV-Koinfektion und zu einer Normalisierung der Serum-
Aminotransferasen bei einem hohen Anteil der Patienten ein Jahr nach Therapie flihrte. Dieser
kombinierte Therapieansatz kdnnte eine neue Behandlungsoption fir Patienten mit HBV- und
HDV-Koinfektion darstellen (Bazinet et al., 2017, Bazinet et al., 2021).

1.8.3.3. Inhibition der Assemblierung — Lonafarnib, ein Farnesyltransferase-Inhibitor

Lonafarnib ist ein Farnesyltransferase-Inhibitor (FTI), der den Aufbau neuer Virionen
verhindert und dadurch die HDV-RNA-Spiegel im Serum von chronisch mit HDV infizierten
Patienten signifikant senkt (Koh et al., 2015). Es ist der einzige oral zu verabreichende
Wirkstoff in der klinischen Entwicklung fir HDV und Teil der ersten und einzigen Kombination
zweier neuartiger Anti-HDV-Wirkstoffe, die Peginterferon lambda (PEG-IFNA) enthalt.

1.9. Immunantwort nach HDV-Infektion

1.9.1. Angeborene Immunitét

HBV induziert sowohl bei akuter als auch bei chronischer Infektion nur eine sehr geringe
Antwort des angeborenen Immunsystems und wird als ,Stealth-Virus bezeichnet (Wieland et
al., 2004, Mutz et al., 2018, Suslov et al., 2018); im Gegensatz dazu induziert HDV eine IFN-
Antwort. HDV interagiert mit dem Melanom-Differenzierungsantigen 5 (MDA-5), was zur
Produktion von Interferon-stimulierten Genen (ISGs) fuhrt (Williams et al., 2009, Giersch et
al., 2015, Giersch et al., 2017, Suarez-Amaran et al., 2017, Zhang et al., 2018). Es konnte
gezeigt werden, dass eine Infektion mit HDV in vitro und in vivo zu einer Hochregulation von
Typ | (IFN-B) und Typ lll (IFN-A) IFN fiihrt, jedoch nicht von IFN-a und im Vergleich zu anderen
RNA-Viren eher schwach ausgepragt ist (Suarez-Amaran et al., 2017, Zhang et al., 2018). Die
HDV-Replikation scheint gegenliber dem antiviralen Angriff resistent zu sein (Zhang et al.,
2018).
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1.9.2. Adaptive Immunantwort

1.9.2.1. Humorale Immunitat

Anti-HDV-Antikdrper werden gebildet (Rizzetto et al., 1979), sind aber wahrscheinlich nicht in
der Lage, HDV zu neutralisieren (Fiedler and Roggendorf, 2006, Grabowski and Wedemeyer,
2010, Urban et al., 2021). Die Antikérperantwort gegen HDAg scheint ein ahnliches Muster
aufzuweisen wie die Antikdrperantwort gegen das HBcAg (Aragona et al., 1987). Bei einer
HDV-Infektion (unabhangig von einer Simultan- oder Superinfektion) sind im ersten Monat
nach der Infektion Antikérper gegen S- und L-HDAg im Plasma nachweisbar (Rizzetto et al.,
1979, Ponzetto et al., 1987). Interessanterweise findet kein vollstandiger Klassenwechsel von
IgM- zu IgG-Antikdrpern statt, sondern die Plasmazellen produzieren eine Mischung aus IgM-
und 1gG-Antikérpern gegen HDV (Aragona et al., 1987). Beide Antikérpertypen sind sowohl
bei akuter als auch bei chronischer HDV-Infektion nachweisbar und nehmen nach der viralen
Clearance allmahlich ab (Rizzetto et al., 1979, Aragona et al., 1987). Anti-HDV-Antikdrper
dienen daher eher als diagnostisches Hilfsmittel fir einen friheren oder aktuellen Kontakt des

Patienten mit dem Virus als als Marker fir den Krankheitsverlauf (Smedile et al., 1982).

In der Vergangenheit, bevor routinemaflige pangenomische HDV-PCR-Analysen zur
Verfugung standen, wurden Anti-IgM-Spiegel als Marker fir die Krankheitsaktivitat verwendet,
da eine Assoziation zwischen IgM-Spiegeln und dem Grad der histologischen Entziindung
beobachtet wurde (Govindarajan et al., 1989, Le Gal et al., 2005, Wranke et al., 2014). Obwohl
Beweise fir direkte antivirale Funktionen von Antikdrpern fehlen, zeigte eine Studie aus dem
Jahr 1990, dass 41 % der Aminosauren von L-HDAg Teil eines immunogenen Epitops waren,
wenn sie mit Serum von Patienten mit chronischer HDV-Infektion analysiert wurden (Wang et
al., 1990).

1.9.2.2. T-Zell-Antwort

1.9.2.2.1. CD4+-T-Zellantwort

HDV-spezifische CD4+-T-Zell-Epitope

Bisher wurden 18 verschiedene HDAg-spezifische CD4+ T-Zell-Epitope beschrieben (Nisini
et al., 1997, Landahl et al., 2019): Landahl et al. identifizierten 14 Epitope mittels in vitro -
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Enzyme-Linked-Immunspot-Assay (ELISpot) unter Verwendung Uberlappender 20mer-
Peptide, die das gesamte L-HDAg umfassen, gefolgt von intrazellularer Cytokin-Farbung
(ICS) fur IFN-y bei Patienten mit positiven ELISpots-Ergebnissen (Landahl et al., 2019).

CD4+ T-Zell-Epitope sind Uber das gesamte HD-Protein verteilt, wobei die Hotspots in
Richtung des N-Terminus lokalisiert sind (Landahl et al., 2019). Nisini et al. identifizierten vier
Epitope durch Pool-Stimulation (Nisini et al., 1997). In Abbildung 7 sind alle bekannten CD4+

T-Zell-Epitope schematisch dargestellt.
Localisation of peptides with confirmed CD4' T cell responses within the HDAg

Ser2 Arg13 Lys72 Ser123 Ser177 Cys211
™
N 30— c
oD NLS ARM ARM NES
VAS
DRB1*11:01
n/a
nla
DRB1*15:01 T —
DRB1*15.01
DRB1'04:05
DRB1°15:01, 03:01 —
n'a
DRB1*15:02
multiple DRB1 subtypes
DR81°10:01
DRB1*10:01

T multiple DRB1 subtypes

n/a

multiple DRB1 subtypes —

DQB1%02:01
DRB1*11:01, DRB1*10.01 T
DPB1*17:01
0 50 100 150 200
Amino acid position
Assay ex vivo ELISpot —  ICS - profferation assay
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Abbildung 7: Schematische Ubersicht der CD4+ T-Zell-Epitope und ihrer Lokalisation
im HDAg

Die Dicke der Balken im unteren Diagramm gibt die Anzahl der antwortenden Patienten an,
die Farbe steht flur die Art des durchgefiihrten Assays.

Das obere Piktogramm zeigt PTM-Stellen und funktionelle Domanen von HDAg, basierend
auf (Alfaiate et al., 2015).

ICS - intrazellulare Cytokin-Farbung; L-HDAg — groRes Hepatitis-Delta-Antigen; PTM-
Modifikation nach der Translation.

(Kohsar et al., 2021)

27



Einleitung

1.9.2.2.2. CD8+ T-Zellantwort

HDV-spezifische CD8+ T-Zell-Epitope

Bislang wurden 18 HDV-spezifische CD8+ T-Zell-Epitope in flinf verschiedenen Studien
identifiziert, teilweise mit Uberlappungen zwischen den untersuchten Peptiden (Huang et al.,
2004, Karimzadeh et al., 2018, Karimzadeh et al., 2019, Kefalakes et al., 2019, Landahl et al.,
2019).

Huang et al. beschrieben zwei CD8+ T-Zell-Epitope, die durch HLA-A*02:01 restringiert sind
(Huang et al., 2004). Diese Epitope waren jedoch bei vier europaischen HLA-A*02-positiven
Patienten mittels ICS nicht nachweisbar (Karimzadeh et al., 2018). Mdglicherweise sind
unterschiedliche HLA-A*02-Subtypen in Asien und Europa die Ursache fur diese Diskrepanz
(Kohsar et al., 2021).

Karimzadeh et al. identifizierten zwei HLA-B*27-restringierte CD8+ T-Zell-Epitope: aa99-108
und aa103/104-112. 2019 identifizierten Karimzadeh et al. finf zusatzliche HDV-spezifische
CD8+ T-Zell-Epitope.

Im Jahr 2019 beschrieben Kefalakes et al. sechs weitere HDV-spezifische CD8+ T-Zell-
Epitope, darunter das bereits erwahnte HLA-B*27-Epitop aa104-112 (Karimzadeh et al., 2018)
(mit einem Arginin am C-Terminus), das HLA-B*18-Epitop aa46-54 (Karimzadeh et al., 2019)
(zusatzlich restringiert durch HLA-B*44:02 und B*44:03) und vier weitere neue Epitope bei
chronischer HDV-Infektion (Kefalakes et al., 2019).
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Alle 18 derzeit bekannten CD8+ HDV-Epitope sind in Abbildung 8 zusammengefasst.

Localisation of peptides with confirmed CD8* T cell responses within the HDAg
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Abbildung 8: Schematische Ubersicht der CD8+ T-Zell-Epitope und ihrer Lokalisation
im HDAg

Die Dicke der Balken im unteren Diagramm gibt die Anzahl der antwortenden Patienten an,
die Farbe steht fur die Art des durchgeflhrten Assays.

Das obere Piktogramm zeigt die PTM-Stellen und funktionellen Domanen von HDAg,
basierend auf (Alfaiate et al., 2015).

ICS - intrazelluldre Cytokin-Farbung; L-HDAg — groRRes Hepatitis-Delta-Antigen; PTM-
Modifikation nach der Translation.
(Kohsar et al., 2021)

Im Gegensatz zu den CD4+-Epitopen, die Uber das gesamte HDAg verteilt sind (mit Hotspots
am N-Terminus) und durch mehrere HLA-Typen prasentiert werden kénnen, scheinen die
bekannten HDV-spezifischen CD8+-T-Zell-Epitope an wenigen verschiedenen Stellen
(hauptsachlich am C-Terminus) und hauptsachlich durch HLA-B-Subtypen, einschlieRlich

relativ seltener Subtypen, restringiert zu sein. (Kohsar et al., 2021)

Es wird vermutet, dass spezifische T-Zell-Antworten fiir die HDV-Clearance notwendig sind,

diese sind auch Treiber histopathologischer Leberschaden (Grabowski and Wedemeyer,
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2010), ahnlich wie bei chronischen HBV- und HCV-Infektionen (Rehermann and Thimme,
2019).

1.9.2.3. Ausfall der T-Zell-Antwort bei chronischer Infektion

Einige virale Infektionskrankheiten werden vom Immunsystem nicht erfolgreich bek&dmpft und
nehmen einen chronischen Verlauf. Bei Virusinfektionen wie HIV und HCV sind zwei
Hauptmechanismen bekannt: mutational virus escape und CD8+ T-Zell-Erschépfung, und es
gibt Hinweise, dass diese Mechanismen auch fir HDV gelten. Die Mechanismen des HDV-
spezifischen CD8+ T-Zellversagens bei chronischer HBV/HDV-Koinfektion wurden kirzlich
untersucht (Schirdewahn et al., 2017, Karimzadeh et al., 2018, Karimzadeh et al., 2019,
Kefalakes et al., 2019).

In dieser Arbeit geht es hauptsachlich um den virus escape, daher wird das Thema der T-Zell-

Erschépfung nicht behandelt.

1.9.2.3.1. Virus escape

Die Virusevasion ist ein wichtiger Mechanismus des virusspezifischen T-Zell-Versagens bei
persistierenden Virusinfektionen. Virus-Evasion wurde erstmals im Mausmodell des
lymphozytaren Choriomeningitis-Virus beschrieben (Pircher et al., 1990) und spater bei HIV-

und HCV-Infektionen des Menschen eingehend untersucht (Timm and Walker, 2015).

Innerhalb eines virusspezifischen CD8+-T-Zell-Epitops kénnen virale Escape-Mutationen an
drei verschiedenen Stellen lokalisiert sein (s. Abbildung 9) (Seto et al., 2018):

CD8+ T-Zellen erkennen virale Peptidepitope, die in der Regel acht bis zehn Aminosauren
lang sind und auf HLA-Klasse-I-Molekilen prasentiert werden (Abb. 9a). Der Aminosaurerest
2 und der C-terminale Aminosaurerest dienen den meisten HLA-Klasse-I-Allelen als
sogenannte HLA-Klasse-I-Bindungsanker. Mutationen an diesen Positionen flihren haufig
zum Verlust der HLA-Klasse-I-Bindung und -Prasentation (Abb. 9b) (S6derholm et al., 2006).

Eine wichtige Rolle fur die spezifische Bindung an den T-Zell-Rezeptor (TCR) spielt der
zentrale Teil des viralen Epitoppeptids (z.B. Aminosaurereste drei-acht). Sind diese TCR-
Kontaktreste aufgrund einer Mutation verandert, ist die Erkennung durch epitopspezifische

CD8+ T-Zellen gestort. TCRs sind jedoch relativ flexibel in der Kreuzerkennung sehr ahnlicher
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Peptide, und in einigen Fallen ist eine Anhaufung von mehr als einer Mutation erforderlich, um
eine vollstandige Flucht des Virus zu erreichen (Abb. 9c) (Dazert et al., 2009).

Tritt eine virale Escape-Mutation aulierhalb des Epitops auf, meist in den flankierenden
Regionen, wird eine korrekte Antigenprozessierung der Epitope durch das Proteasom
verhindert ( Abb. 9d) (Seifert et al., 2004, Kimura et al., 2005, Walker et al., 2016).

(a) (b) (c) (d)
Wild-type epitope Mutation of HLA Mutation of TCR Mutation in flanking
binding anchor contact residue region
iral protein. emee® ™2, oMot %,

proteasome

B8 >g5 zs%"  *

3 g

Abbildung 9: Mechanismen der mutationsbedingten virus escape aus

HLA class |
viral peptide

Current Opinion in Virology

virusspezifischen CD8+ T-Zellen

(a) Antigenprozessierung und Prasentation eines Wildtyp-Epitops (vereinfacht). ER:
Endoplasmatisches Retikulum; HLA: Humanes Leukozyten-Antigen; TCR: T-Zell-Rezeptor.

(b) Virales Entkommen durch Mutation des HLA-Klasse-I-Bindungsankers (normalerweise aa-
Position 2 und C-terminaler aa-Rest).

(c) Virales Entkommen durch Mutation der TCR-Kontaktreste (in der Regel aa-Position 1 und
3-8). Die Mutation mehrerer aa-Reste kann fur ein vollstindiges Entkommen des Virus
erforderlich sein, da das variante Peptid kreuzweise erkannt wird.

(d) Virale Flucht durch Mutationen in der flankierenden Region des Epitops, die die
Antigenverarbeitung durch das Proteasom stdren.

(Salimi Alizei et al., 2021)

Virus escape bei HDV wurde von Karimzadeh et al. untersucht. Erste experimentelle Hinweise
auf Virus-Evasion wurden von Karimzadeh et al. fur die beiden HLA-B*27-restringierten CD8+-
T-Zell-Epitope (HDAg aa99-108 und HDAg aa103/104-112) erhalten. Untersucht wurde eine
Kohorte von 104 Patienten mit chronischer HBV/HDV-Infektion, von denen acht HLA-B*27
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positiv und 96 HLA-B*27 negativ waren. Die durchgefihrte Virussequenzanalyse zeigte eine
Haufung von aa-Mutationen in der Epitopregion bei HLA-B*27 positiven Patienten. Mutanten
mit aa-Substitutionen an den Positionen 105 und 106 wurden von T-Zellen nicht erkannt und

entgingen somit der Immunantwort.

Das Epitopenrepertoire wurde durch relativ seltene HLA-Klasse-I-Allele eingeschrankt, was
bedeuten kdnnte, dass sich HDV auf Populationsebene an den HLA-Klasse-I-Hintergrund
seines Wirts angepasst hat, was zum Verschwinden haufiger HDV-spezifischer CD8+-T-Zell-
Epitope gefuhrt hat. Somit sind virale Escape-Mutationen ein Treiber der viralen Evolution auf

Populationsebene (Karimzadeh et al., 2019).

1.10. HLA-System

Die Hauptaufgabe des Haupthistokompatibilitaitskomplexes (,major histocompatibility
complex” [MHC]) ist die Prasentation von Fremdantigenen aller Art an T-Zellen. T-
Lymphozyten sind nicht in der Lage, fremde Antigene als isolierte komplette Einzelstrukturen
zu erkennen, sondern die Antigene mussen als Peptide aufbereitet und in Verbindung mit

korpereigenen MHC-Strukturen prasentiert werden.

Der MHC besteht aus mehreren Genen, die in einem Genkomplex zusammengefasst sind.
Die MHC-Gene sind sehr polymorph, die aktuelle HLA-Datenbank enthalt Gber 12.000 HLA-
Allele. Der MHC liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6. Die Klasse-I-Antigene werden
von den Genen A, B und C kodiert. Die Klasse-lI-Antigene werden von der D-Region kodiert
und wurden urspringlich als ,HLA-D-related” bezeichnet, woraus sich spater die Bezeichnung
HLA-DR entwickelte. In der Klasse-II-Region unterscheiden sich die Subregionen DP, DQ und
DR genetisch. Auf dem MHC gibt es noch die S-Region, in der die Klasse-llI-Gene
zusammengefasst sind, die strukturell sehr heterogen sind und unter anderem fur bestimmte

Komplementkomponenten kodieren.

Die Klasse-I-Gene kodieren Proteine, die als Klasse-I-Molekile bezeichnet werden. Sie
werden auch als klassische Transplantationsantigene bezeichnet, da sie bei der Erforschung
der TransplantatabstoRung entdeckt wurden. Die Klasse-1I-Gene kodieren entsprechend fir

Klasse-lI-Molekile, sie werden auch "Immunantwort-assoziierte (la) Antigene" genannt.
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Abbildung 10 zeigt schematisch den MHC-Komplex.

Mensch —{DP|DQ DR. B|C | A Chromosomé
II I

Abbildung 10: MHC-Komplex
(S. Suerbaum et al. (Hrsg.), Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, DOI 10.1007/978-
3-662-48678-8, © Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2016)

| MHC-Klasse

Fast alle Korperzellen kénnen Klasse-I-Molekile exprimieren. Im Gegensatz dazu werden
Klasse-1l-Moleklle nur von Koérperzellen exprimiert, die an der Induktion einer zellularen
Immunantwort beteiligt sind, wie z. B: Zellen des mononukledren Phagozytensystems und
dendritische Zellen, B-Zellen, aktivierte T-Zellen und Endothelzellen. Sowohl Klasse-I- als
auch Klasse-lI-Molekule bestehen aus einer extrazellularen Region, einer
Transmembranregion (die zur Verankerung in der Zellmembran dient) und einer

zytoplasmatischen Region.

Klasse-I-Moleklle sind ein Transportsystem zwischen dem Zytoplasma und der
Zelloberflache. Die Klasse-I-Molekile prasentieren den CD8-T-Zellen endogene Antigene,
darunter korpereigene, virale und Tumorantigene, die von der Zelle selbst produziert werden.
Proteasen (ein Komplex von Proteasen wird als Proteasom bezeichnet) spalten Proteine im
Zytoplasma in Peptidfragmente, diese Fragmente werden von spezialisierten
Transportmolekilen (=TAP: Transporter associated with antigen processing) in das
endoplasmatische Retikulum transportiert. Im ER ftreffen Peptid und Klasse-I-Molekiil
aufeinander. Durch Peptidbeladung wird das Klasse-I-Molekul umstrukturiert und an die
Zelloberflache transportiert, so dass die Prasentation des endogenen Peptids durch das MHC-

Klasse-I-Molekul an die CD8-T-Lymphozyten erfolgt.

Das MHC-Klasse-II-Molekil dient als Transportsystem zwischen Endosom und Zelloberflache
fir exogene Antigene: Bakterien, Pilze und Protozoen sowie verschiedene l6sliche Proteine,
die durch Endozytose in die Zelle gelangen. Exogene Proteine werden in den Endosomen
durch lysosomale Proteasen abgebaut, die Peptide werden an Klasse-II-Molekile gebunden

und zur Zelloberflache transportiert, wo sie den CD4-T-Zellen angeboten werden.

CD8-T-Zellen kénnen auch bestimmte bakterielle Proteine erkennen, wenn Bakterien aus
dem Endosom ins Zytoplasma gelangen konnen. Ebenso konnen korpereigene, virale oder

Tumorantigene in exogene Antigene umgewandelt werden und die CD4-T-Zelle stimulieren.
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1.10.1. HLA-B*27-Allel

Bereits 1973 wurde Uber eine Assoziation zwischen dem HLA-B*27-Allel (damals HL-A27)
und M. Reiter (Brewerton et al., 1973a) bzw. Morbus Bechterew (Brewerton et al., 1973b)
berichtet. Folgende Erkrankungen sind bisher mit HLA-B*27 assoziiert: Spondylitis
ankylosans (Morbus Bechterew) (90% der Erkrankten sind HLA-B*27-Trager), reaktive
Arthritis (friher auch Morbus Reiter) (70-80%), Psoriasis-Arthritis (60-70%), juvenile
idiopathische Arthritis mit Enthesitis (75%) (Saxena et al., 2006), rheumatoide Arthritis (ca. 10
%), akute anteriore Uveitis, Iritis oder Iridozyklitis (ca. 50 %), Morbus Whipple (28 %) (Dobbins,
1987). Diese Erkrankungen gehoren zur Gruppe der Autoimmunerkrankungen, wobei die
beteiligten pathogenetischen Mechanismen unbekannt sind (Martin and Rosenbaum, 2011).
Far diese Krankheitsassoziationen gibt es mehrere Hypothesen:

- Molekulare Mimikry zwischen fremden und korpereigenen Peptiden kdnnte eine
zytotoxische T-Zell-Antwort auslésen, die zur autoimmunen Zerstérung kérpereigenen
Gewebes fiihrt (Benjamin and Parham, 1990),

- eine ungewdhnliche Neigung von HLA-B*27 zur Fehlfaltung: HLA-B*27 kann wahrend
der Assemblierung falsch gefaltet werden, was zu Stress im ER und zu
Autophagiereaktionen fliihren kann (Mear et al., 1999),

- Beteiligung nicht-kanonischer Formen von HLA-B*27, wie z. B. Schwerketten-
Homodimere: [ 2-Mikroglobulin-freie Schwerketten-Strukturen von HLA-B*27
einschlieBlich Homodimeren (B27 (2)) kénnen nach endosomalem Recycling von
Zelloberflachen-Heterotrimeren auch an der Zelloberflache exprimiert werden. Freie
schwere Ketten der Zelloberfliche und HLA-B*27 binden an angeborene
Immunrezeptoren auf T-, naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und myeloiden Zellen mit

proinflammatorischen Effekten. (Allen et al., 2001, Kollnberger et al., 2002)

Mehrere Studien haben eine Assoziation zwischen dem HLA-B*27-Allel und einem
gunstigeren Verlauf einiger viraler Infektionen gezeigt, insbesondere bei HIV, wo HLA-B*27-
Trager als Langzeit-Nonprogressoren bekannt sind (Goulder et al., 1997), und HCV, mit einer
haufigeren Ausheilung der Infektion als bei HLA-B*27-negativen Personen (McKiernan et al.,
2004). Ein viral escape aus diesen HLA-B*27-restringierten CD8+ T-Zell-Epitopen vermittelt
ein CD8+ T-Zellversagen bei Patienten mit ungunstigerem Ausgang: HIV-Progression
(Goulder et al., 1997) oder persistierende HCV-Infektion (Ziegler et al., 2013).
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Die genauen Mechanismen der protektiven Wirkung des HLA-B*27-Allels bei verschiedenen
viralen Infektionen sind jedoch noch nicht vollstandig geklart. Bei HIV- und HCV-Infektionen
ist die Virus-Evasion von HLA-B*27-restringierten zytotoxischen T-Zellen gegen
immundominante Epitope ein schwieriger Prozess. Er erfordert in der Regel mehrere
kompensatorische Mutationen, um strukturelle und funktionelle Einschrankungen
auszugleichen, die mit hohen Kosten fir die virale Fitness verbunden sind (Ziegler et al., 2013,
McMichael, 2007, Schneidewind et al., 2008). Eine Reihe von immunologischen Vorteilen
virusspezifischer HLA-B*27-restringierter CD8+ T-Zellen wurden beschrieben, die sich auf
eine breitere Polyfunktionalitat und eine hdhere funktionelle Aviditat beziehen (Almeida et al.,
2007).

Dartber hinaus wurde durch eine spezifische Thymusselektion ein groReres Repertoire an
B*27-getriebenen CD8+T-Zell-Vorlaufern induziert, eine bevorzugte Nutzung bestimmter T-
Zell-Rezeptoren (TCR-Klontypen), die mit einer hdheren Kreuzreaktivitat assoziiert ist, und
schlie3lich eine verbesserte Fahigkeit zur Flucht vor der durch regulatorische T-Zellen (TReg)
vermittelten Suppression dokumentiert (Kosmrlj et al., 2010, Elahi et al., 2011, Liu et al., 2013,
Ladell et al., 2013).

Darlber hinaus wirde eine schnelle und effiziente Prozessierung der richtigen
immundominanten Epitope zu diesen erfolgreichen HLA-B*27-restriktiven T-Zell-Antworten
beitragen (Schmidt et al., 2012).

Eine weitere mdgliche Erklarung kénnte z.B. das Versagen von B*27-Liganden sein, KIR3DL1
anzugreifen, was zu einer erhdhten natirlichen Killeraktivierung oder zu einem
Kopplungsungleichgewicht mit anderen Immunantwortgenen fiihrt (Lopez de Castro, 2005,
Stewart-Jones et al., 2005).

Die ,protektive® Rolle des HLA-B*27-Allels, die bereits in mehreren Studien beschrieben
wurde, sollte bei der HDV-Infektion untersucht werden, da derzeit noch keine entsprechenden

Berichte vorliegen.
Fir das HLA-B*27-Allel wurden bei HDV zwei restringierte Epitope identifiziert (Karimzadeh

et al., 2018): L-HDAg99-108 und L-HDAg103-112, mit teilweise Uberlappenden Peptiden (s.
Abbildung 11).
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L-HDAg 103-112

L-HDAg 99-108
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Abbildung 11: HLA-B*27-restringierte Epitope des HDV

Aminosauresequenzen, die die beiden Uberlappenden HLA-B*27-restringierten Epitope L-
HDAg99-108 (RRDHRRRKAL) und L-HDAg103-112 (RRRKALENKK) umfassen.

R — Arginin, K — Lysin, A — Alanin, L — Leucin, E — Glutaminsaure, N — Asparagin, K — Lysin,
D — Asparaginsaure, H - Histidin

(Karimzadeh et al., 2018)

1.11. Zielsetzung der Doktorarbeit

Einige Studien haben bereits den Einfluss des HLA-B*27-Allels auf den Verlauf von HCV- und
HIV-Infektionen untersucht. Eine irische Studie an 227 Patientinnen, die durch kontaminiertes
Anti-D-Immunglobulin mit HCV des Genotyps 1b infiziert wurden, zeigte, dass HLA-B*27-
Tragerinnen die HCV-Infektion haufiger ausheilten als HLA-B*27-negative Personen
(McKiernan et al, 2004). Daruber hinaus sind HLA-B*27-Trager als Langzeit-

Nonprogressoren bei HIV-Infektionen bekannt (Goulder et al., 1997).

Auf der Grundlage dieser Studien sollte untersucht werden, ob das HLA-B*27-Allel auch mit
einer hdheren Ausheilungsrate der HDV-Infektion assoziiert ist, wie dies bei anderen viralen
Infektionen (HIV und HCV) beschrieben wurde.

Dazu sollten Proben von Patienten mit ausgeheilter HDV-Superinfektion bei weiter
persistierender HBV-Infektion aus den Kooperationszentren in der EU, den USA und dem Iran
analysiert werden. Als Kontrollgruppe dienten Proben von Patienten mit chronischer
HBV/HDV-Superinfektion. Bei allen Patienten mit ausgeheilter oder chronischer HDV-
Infektion wurde eine HLA-Klasse-I-Typisierung durchgefiihrt. Die Frequenz des HLA-B*27-

Allels bei Patienten mit ausgeheilter und chronischer HDV-Infektion wurde verglichen.

Falls das HLA-B*27-Allel nicht mit einer erhdhten Rate an ausgeheilten HDV-Infektionen
assoziiert ist, sollte untersucht werden, ob Escape-Mutationen in den bekannten HLA-B*27-
restringierten Epitopen daflir verantwortlich sind. Dazu sollte die Haufigkeit von Escape-
Mutationen in den HLA-B*27 restringierten Epitopen von HDV untersucht werden. Eine

Virussequenzierung aus den untersuchten Proben war nicht mdglich, da die Proben nicht
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mehr verfligbar waren, daher wurde eine Analyse der Mutationsrate in HLA-B*27 und anderen
Epitopen (z.B. HLA-B*15), in Isolaten aus den Daten der ,Comprehensive Hepatitis D Virus
Database“ durchgefiihrt (Usman et al., 2020).

Darlber hinaus sollte untersucht werden, ob andere HLA-B*-Allele mit einer hdheren
Ausheilungsrate der HDV-Infektion korrelieren. Dazu wurde die Haufigkeit anderer HLA-B*-
Allele bei Patienten mit ausgeheilter und chronischer HDV-Infektion bestimmt und verglichen.
Auferdem sollte untersucht werden, ob bestimmte HLA-B*-Allele nicht mit einer erhéhten
Ausheilungsrate, sondern mit einer erhohten Rate chronischer HDV-Infektionen assoziiert

sind.
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2. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden

aufgelistet.

2.1. Patienten und Proben

Die Studienpopulation, bestehend aus zwei Kohorten: Patienten mit chronischer HBV/HDV-
Infektion und Patienten mit ausgeheilter HDV-Infektion bei persistierender HBV-Infektion,
wurde aus folgenden Kooperationszentren rekrutiert (alphabetische Auflistung, s. Tabelle 1):
Barcelona, Dusseldorf, Essen, Hamburg, Hannover, Heidelberg, Minchen: LMU, TUM,

Leberzentrum; Regensburg, Teheran, Turin, USA.

Die Ethikkommission des HelmholtzZentrum Minchen hat diese Studie gemaf den Richtlinien

der Deklaration von Helsinki von 1975 genehmigt.

In den oben genannten Zentren wurden Serumproben von Personen gesammelt, die positiv
auf Anti-HDV getestet wurden. Die virale RNA wurde aus diesen Serumproben extrahiert, in
einigen Fallen wurden die Ergebnisse der HDV-RNA-Bestimmung von den Zentren zur

Verfugung gestellt.

Zur Extraktion der genomischen DNA fur die HLA-Typisierung wurde Plasma oder Serum

verwendet. Alle Patientenproben und extrahierten Materialien wurden bei -80 °C gelagert.
Alle Proben sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. * Ein Teil der Proben von chronisch HDV-infizierten

Patienten wurde bereits in friheren Studien von Karimzadeh verwendet (Karimzadeh et al.,
2018, Karimzadeh et al., 2019).
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Tabelle 1: Anzahl und Verteilung der Proben aus den Kooperationszentren

Zentrum Proben von Proben von Proben gesamt
Patienten mit Patienten mit
ausgeheilter HDV- [chronischer HDV-
Infektion (Anti-HD- |Infektion (Anti-HD-
Antikorper positiv, |Antikdrper positiv,
HDV-RNA negativ) |HDV-RNA positiv)
Barcelona* 19 26 45
Dusseldorf 10 0 10
Essen* 0 33 33
Hamburg 14 16 30
Hannover* 11 17 28
Heidelberg 4 0 4
Regensburg 1 0 1
Miinchen LMU 0 43 43
Miinchen TUM 9 0 9
Munchen Hepatology 1 0 1
Center
Tehran* 0 11 11
Turin* 0 17 17
USA 0 28 28
Gesamt 69 191 260

Insgesamt wurden 260 Proben gesammelt, davon 69 Proben von Patienten mit ausgeheilter
HDV-Infektion und 191 Proben von Patienten mit chronischer HDV-Infektion. Dabei wurden
von einigen Kooperationszentren nur Proben von ausgeheilten Patienten, von anderen nur
Proben von chronisch erkrankten Patienten und von dritten gemischt in unterschiedlicher

Gewichtung erhalten.
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2.2. Methoden

In einigen Fallen wurden die kompletten Ergebnisse (HBsAg, Anti-HDV, HDV-RNA und HLA-

Klasse-I-Typisierung) von den Kooperationszentren bereitgestellt.

Von einigen Kooperationspartnern haben wir Blutproben (Serum und EDTA) bekommen, die
wir in unserem Labor (TUM, Virologie) auf HBsAg, Anti-HDV, HDV-RNA untersucht haben,
bei passender Konstellation (ausgeheilte HDV-Infektion bei weiter persistierender HBV-
Infektion) wurde aus den Proben genomische DNA mittels QIAamp DNA Blood Mini Kit (50)
extrahiert und aus den Eluaten eine HLA-Klasse-I-Typisierung durchgefiihrt (im Labor fir

Immungenetik und molekulare Diagnostik, LMU Minchen).

Unten sind Gerate, Kits und Reagenzien aufgelistet, die in unserem Labor verwendet wurden.

2.2.1. Serologische Teste

2.2.1.1. Bestimmung vom HBs-Antigen
HBsAg wurde mittels ARCHITECT HBsAg Qualitative Il (Abbott) gemessen. Das ist ein
Chemilumineszenz-Mikropartikelimmunoassay (CMIA). Der Testhersteller gibt die

diagnostische Sensitivitat als 100% und Spezifitat als 99,93% an.

Tabelle 2: Gerate fiir die Bestimmung von HBsAg

Geratename Hersteller
ARCHITECT I1000SR Abbott
Centrifuge 5417C Eppendorf
Centrifuge 5810 Eppendorf

Thermo Scientific™ Safe 2020 biologische | Thermo Fisher Scientific Inc.

Sicherheitswerkbanke der Klasse |l
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Tabelle 3: Kits fiir die Bestimmung von HBsAg

Name

Hersteller

Architect HBsAg Qual Il Kit (REF:2G22-25),

im Kit erhalten:

Abbott Laboratories

Mikropartikel: 1 Flasche (6,6ml) anti-HBs
beschichtete Mikropartikel in MES-Puffer

Abbott Laboratories

Konjugat: 1 Flasche (5,9ml): Akridinium-
markiertes Anti-HBs in Phosphatpuffer mit

Humanplasma und Proteinstabilisatoren

Abbott Laboratories

Wash Buffer: 1 Flasche (5,9ml)

Abbott Laboratories

Kontrollen HBsAg Qualitative Il Controls
(REF: 2G22-10)

Abbott Laboratories

Kalibratoren HBsAg Qualitative Il Calibrator
(REF: 2G22-01)

Abbott Laboratories

Tabelle 4: Reagenzien fiir die Bestimmung von HBsAg

Name

Hersteller

ARCHITECT i HBsAg manuelles
Verdunnungsmittel
(REF: 6C36-40)

Abbott Laboratories

ARCHITECT i concentrated wash buffer
(Konzentrat; REF: 6C54-58)

Abbott Laboratories

ARCHITECT i trigger solution
(REF: 6C55-60; 6C55-63)

Abbott Laboratories

ARCHITECT i pre-trigger solution
(REF: 6E23-65)

Abbott Laboratories

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien fiir die Bestimmung von HBsAg

(REF: 7C15-03)

Name Hersteller
ARCHITECT i reaction vessels (4x500 Abbott Laboratories
Stilick)

ARCHITECT i sample cups (4x250 Stick)
(REF: 7C14-01)

Abbott Laboratories

ARCHITECT i septum

Abbott Laboratories
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(REF: 4D18-03)

ARCHITECT i replacement caps

Abbott Laboratories

SafeSeal SurPhob Spitzen 1250 pl,

Filterspitzen, Low Binding, graduiert

Biozym

2.2.1.2. Bestimmung der Antikorper gegen HDV (Anti-HDV)

Anti-HDV wurden mittels LIAISON XL MUREX Anti-HDV Assay (DiaSorin S.p.A.) bestimmt.

Es ist ein indirekter Chemilumineszenz-Immunassay (CLIA). Vom Testhersteller wurde die

diagnostische Spezifitat als 99,35% und Sensitivitat als 100% angegeben.

Tabelle 6: Gerate fiir die Bestimmung der Antikorper gegen HDV

Hersteller
Geratename
LIAISON® XL DiaSorin S.p.A
Centrifuge 5417C Eppendorf
Centrifuge 5810 Eppendorf

Thermo Scientific™ Safe 2020 biologische

Sicherheitswerkbanke der Klasse |l

Thermo Fisher Scientific Inc.

Tabelle 7: Kits fiir die Bestimmung der Antikérper gegen HDV

(Best.-Nr. 310.995)

Name Hersteller:
LIAISON® XL Murex Anti-HDV (Best.-Nr. DiaSorin S.p.A
311.260)

LIAISON® XL Murex Control Anti-HDV DiaSorin S.p.A
(Best.-Nr. 311.261)

LIAISON® XL Starter Kit (Best.-Nr. DiaSorin S.p.A
319.200)

LIAISON® XL Cleaning Tool DiaSorin S.p.A

Tabelle 8: Chemikalien/Reagenzien fiir die Bestimmung der Antikérper gegen HDV

Name

Hersteller

LIAISON® Wasch/System Liquid (Best.-Nr.
319.100)

DiaSorin S.p.A
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Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien fiir die Bestimmung der Antikérper gegen HDV

Name Hersteller
LIAISON® XL Cuvettes (Best.-Nr. X0016 E) | DiaSorin S.p.A
LIAISON® XL Disposable Tips (Best.-Nr. DiaSorin S.p.A
X0015 E)

LIAISON® XL Waste Bags (REF X0025) DiaSorin S.p.A
Pipetten Eppendorf research plus: 100- Eppendorf
1000 pl, 0,5-10 pl, 20-200 pl

Pipettenspitzen: 10 pl ,200 i, 1000 pl, Eppendorf
1250 pl

Reaktionsgefalle Eppendorf DNA LoBind Eppendorf
Tube 1.5 ml

2.2.2. PCR-Methoden

2.2.2.1. Messung der HDV-RNA

HDV-RNA Extraktion

Die virale RNA aus dem Serum oder Plasma der Patienten wurde isoliert. Die RNA-Extraktion
wurde mit einem automatisierten DNA/RNA-Extraktor m2000sp von Abbott durchgefiihrt (s.

u.). Die Eluate wurden entweder frisch verwendet oder bei -80 °C gelagert.

Tabelle 10: Gerate fiir die RNA-Extraktion

Geratename Hersteller
M2000sp Abbott
Zentrifuge 5417C Eppendorf

Thermo Scientific™ Safe 2020 biologische | Thermo Fisher Scientific Inc.

Sicherheitswerkbanke der Klasse |l

Tabelle 11: Kits fiir die RNA-Extraktion

Kit Hersteller

DNA Sample Preparation Reagent Kit Abbott Molecular Inc.
(Best.-Nr. 6K12-24, Fa. Abbott)
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Tabelle 12: Reagenzien fiir die RNA-Extraktion

50 ml)

Reagenzien Hersteller
Isotonische Natriumchlorid-Lésung (20 Fa. Diaco
Injektionsflaschen zu 50 ml)

Aqua iniectabilia (20 Injektionsflaschen zu Fa. Diaco

Na-Hypochlorit (10 — 13%, 250 ml Flasche)

Fa. Sigma-Aldrich

Ethanol absolut zur Analyse (Best.- Nr.
1.00983.1000)

Fa. Merck

Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien fiir die RNA-Extraktion

Name Hersteller
12x75mm-Rdhrchen (5 ml Reaction Vessel, | Sarstedt
4x500 St.)

Spitzen 200 ul Abbott
Spitzen 1000ul Abbott
96er-Deepwell Platten Abbott
Plastikwannen Abbott

HDV-RNA real time PCR (Tagman)

Die quantitative PCR im Tagman ist als in house Verfahren etabliert. Dabei wird aus der

Patientenprobe extrahierte virale Nukleinsdure mittels Zugabe von fir die Zielsequenz

spezifischen Primern, einer Fluoreszenz-markierten Sonde und einer DNA-Polymerase

amplifiziert. Die unter Nachweisgrenze des Verfahrens liegt bei 500 Genomaquivalente pro

ml. Unten sind alle Gerate, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien aufgelistet, die fir dieses

Verfahren gebraucht werden.
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Tabelle 14: Gerate fiir HDV-RNA real time PCR

Geratename Hersteller
Vortexer Heidolph
Centrifuge 5417C Eppendorf
Centrifuge 5810 Eppendorf

Thermo Scientific™ Safe 2020 biologische

Sicherheitswerkbanke der Klasse |l

Thermo Fisher Scientific Inc.

Tagman-Cycler Real-Time PCR System
7500

Appliedbiosystems by Thermo Fisher

Scientific

Tabelle 15: Reagenzien fiir HDV-RNA real time PCR

Reagenzien Hersteller
Mastermix (Qiagen; QuantiTect + Rox Vial | Qiagen
Kit, Bestell-Nr. 211035 fur 1000 und 211033

fur 200 Reaktionen)

Primer: Microsynth
-Forward Primer Delta-F1: 5 CCC TTA
GCCATCCGAGTGG 3

-Forward Primer Delta-F3: 5 CCC TTA
GCCATCCGAGTW GG 3’

-Reverse Primer Delta-R: 5 TCC TCT TCG

GGT CGG CA 3’ Die Forward-Primer

werden als Mix angesetzt und zugegeben:

(196 pl A.d. + 2ul F1 + 2 pl F3)

Far Patienten aus Venezuela und dem
Amazonasgebiet wird anstelle des Forward

Primer-Mix aus Delta-F1 und Delta-F3 nur

folgender Primer verwendet:

-Forward Primer Delta-F2-2: 5°
CCTTTGCCATCCGAGGGG &

Sonde: Microsynth
- Delta Sonde: FAM-%’

ATGCCCAGGTCGGACCGCG 3-TAMRA

50x Rox Dye Solution Qiagen
QuantiTect RT-Mix Qiagen
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Tabelle 16: Verbrauchsmaterialien fiir HDV-RNA real time PCR

Name Hersteller
Pipetten Eppendorf research plus: 100- Eppendorf
1000 pl, 0,5-10 pl, 20-200 pl

Pipettenspitzen: 10 pl ,200 ul, 1000 pl, Eppendorf
1250 pl

Reaktionsgefalle Eppendorf DNA LoBind Eppendorf
Tube 1.5 ml

2.2.2.2. HLA-Klasse-I-Typisierung

Extraktion der genomischen DNA:

Genomische DNA wurde aus 200 ul Plasma oder Serum (Aufgrund der Tatsache, dass
genomische DNA zerstorter Zellen an das Serum abgegeben wird) mit dem QlAamp® DNA
Mini und Blood Mini Kit (QIAGEN®, Deutschland) isoliert, genau nach der Anleitung des
Herstellers (Anhang |). Die DNA-Konzentration wurde mit NanoDrop™ (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) gemessen. Die Eluate wurden entweder frisch verwendet
oder bei -80 °C gelagert. Schliel3lich wurden die Eluate zur HLA-Klasse-I-Typisierung
weitergeleitet (Labor fir Immungenetik und molekulare Diagnostik, LMU Munchen).

Unten sind alle Geréte, Kits, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien aufgelistet, die fir dieses

Verfahren verwendet wurden.

Tabelle 17: Gerate fiir die Extraktion der genomischen DNA

Geratename Hersteller

Vortexer Reax 2000 Heidolph

Heizplatte PEQLAB Biotechnologie GmbH
Heizplatte Thermomixer compact Eppendorf

Centrifuge 5417R Eppendorf

Tabelle 18: Kits fiir die Extraktion fiir HLA-Typisierung

Kit Hersteller
QlAamp DNA Blood Mini Kit (50) Qiagen
51104
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Tabelle 19: Chemikalien/Reagenzien fiir die Extraktion fiir HLA-Typisierung

Name

Hersteller

Ethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PBS-Lésung 100 mL

Wasser PBS 10x

Tabelle 20: Verbrauchsmaterialien fiir die Extraktion fur HLA-Typisierung

Tube 1.5 ml

Name Hersteller
Pipetten Eppendorf research plus: 100- Eppendorf
1000 pl, 0,5-10 pl, 20-200 pl

Pipettenspitzen: 10 pl ,200 pl, 1000 ul, 1250 | Eppendorf
i

Reaktionsgefalle Eppendorf DNA LoBind Eppendorf

HLA-Klasse-I-Typisierung

Die extrahierte genomische DNA wurde verwendet, um eine zweistellige HLA-Klasse-I-

Typisierung durch eine Luminex™ Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific
Oligonucleotid Probe (PCR SSO) unter Verwendung der LABType™ SSO Kits (One Lambda,

Canoga Park, CA, USA), durchzufiihren, wie hier beschrieben (Heinemann, 2009).

2.2.3. Analyse der Datenbanken

- Analyse der HDV Sequenzen aus den Daten der ,Comprehensive Hepatitis D Virus
Database“ (https://hdvdb.bio.wzw.tum.de/hdvdb/) (Usman et al., 2020) auf die

Aminosaurensubstitutionen in den HLA-B*27 und HLA-B*15 restringierten Epitopen.

- Analyse der allele frequency net database (http://www.allelefrequencies.net/)

(Gonzalez-Galarza et al., 2018) auf der Frequenz der Allele der entsprechenden HDV-

Epitope.
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2.2.4. Statistik
Statistische Auswertung wurde mittels exaktem Fisher-Test durchgefiihrt. Aufgrund des

explorativen Charakters der Studie wurde keine Korrektur fir multiples Testen durchgefuhrt.

Ergebnisse sollten in einer konfirmatorischen Studie bestatigt werden.
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3. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der HLA-B*-Typisierung von 69 Patienten mit
ausgeheilter und 191 Patienten mit chronischer HDV-Infektion vorgestellt und analysiert, um

die Fragen dieser Arbeit zu beantworten.

Um eine mdgliche Korrelation zwischen HLA-B*27 und/oder anderen HLA-B*-Allelen und der
Ausheilung einer HDV-Infektion zu untersuchen, wurden 260 Proben von Patienten aus 13
Zentren eingeschlossen (s. Tabelle 1 in ,Material und Methoden®). 191 Patienten hatten einen
chronischen Verlauf (HDV-PCR positiv) und 69 Patienten hatten die HDV-Infektion ausgeheilt
(HDV-PCR negativ). Die Ergebnisse der HLA-Klasse-I-Typisierung fir beide
Patientengruppen sind in Tabelle Anlage 1 und Tabelle Anlage 2 im Anhang aufgefihrt. Bei
der Auswertung und Analyse der Allele von Probanden mit ausgeheilter und chronischer HDV-
Infektion wurden nur Allele berlcksichtigt, fir die restringierte HDV-Epitope nachgewiesen

wurden.

Bisher wurden 18 CD8+ T-Zell-Epitope des HDAg identifiziert, von denen 15 durch 12 HLA-
B*-Allele restringiert sind (Karimzadeh et al., 2018, Karimzadeh et al., 2019, Kefalakes et al.,
2019, Landahl et al., 2019). Einige Allele (z.B. HLA-B*37, -B*27, -B*15) restringieren mehr als
ein Epitop und einige Epitope (z.B. aa46-54, aa194-202) werden von mehr als einem Allel
restringiert. Die CD8+ -T-Zell-Epitope fur HDV wurden fast ausschlieRlich fiur HLA-B*-Allele
identifiziert, deswegen wurde nur die Haufigkeit der HLA-B*-Allele in beiden
Patientenkollektiven analysiert. Fir das HLA-B*27-Allel wurden zwei restringierte Epitope
identifiziert (Karimzadeh et al., 2018): L-HDAg99-108 und L-HDAg103-112, mit teilweise
uberlappenden Peptiden (s. Abbildung 11).

Die 69 Proben von Patienten mit ausgeheilter HDV wurden in mehreren Kooperationszentren
in Deutschland und Spanien (Barcelona) gesammelt (s. Tabelle Anlage 1 im Anhang). Die 191
Proben von Patienten mit chronischer HDV stammen aus mehreren Kooperationszentren in

Deutschland, Spanien, Italien, Iran und USA (s. Tabelle Anlage 2 im Anhang).

Die Ergebnisse der HLA-B*-Typisierung von Patienten mit ausgeheilter und chronischer HDV-
Infektion sind in Tabelle 21 und Abbildung 12 graphisch dargestellt. Die Haufigkeiten der
einzelnen Allele in den beiden Gruppen (ausgeheilte und chronische HDV-Infektion) wurden

verglichen und der Unterschied mit dem exakten Fisher-Test auf Signifikanz gepruft. Zum
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Vergleich wurde der Anteil der Trager der entsprechenden Allele in der deutschen
Bevolkerung angegeben (die Daten stammen aus der ,The Allele Frequency Net Database®

(http://www.allelefrequencies.net) von 11.407 Probanden (Gonzalez-Galarza et al., 2018)).

Tabelle 21: Frequenz von HLA-B*-Allelen fiir bekannte HDV-Epitope bei Patienten mit
ausgeheilter und chronischer HDV-Infektion im Vergleich zur Allelverteilung in der

deutschen Population

HLA-B*- | Ausgeheilte =~ HDV | Chronische = HDV | p-Wert Anzahl und Anteil der
Allel (HDV-RNA negativ) | (HDV-RNA positiv) Allel-Trager in der
(n=69) (n=191) deutschen Population

(n=11.407)

07 9 (13%) 20 (10,5%) 0.66 2794 (24,5%)

15 5(7,2%) 27 (14,1%) 0.20 1745 (15,3%)

18 9 (13%) 20 (10,5%) 0.66 1026 (9%)

27 6 (8,7%) 10 (5,3%) 0.38 969 (8,5%)

35 22 (31,9%) 64 (33,5%) 0.88 2167 (19%)

37 0 (0%) 7 (3,7%) 0.19 342 (3%)

41 3 (4,3%) 5(2,6%) 0.44 194 (1,7%)

44 7 (10,1%) 26 (13,6%) 0.53 2726 (23,9%)

51 13 (18,8%) 43 (22,5%) 0.61 1369 (12%)

52 1(1,4%) 16 (8,4%) 0.048 205 (1,8%)

53 7 (10,1%) 5 (2,6%) 0.018 80 (0,7%)

58 3 (4,3%) 4 (2,6%) 0.39 240 (2,1%)

Wie man aus der Tabelle 21 sieht, waren auffallend viele Patienten mit ausgeheilter und
chronischer HDV-Infektion Trager des Allels HLA-B*35: 31,9% der ausgeheilten Patienten (p-
Wert 0,0128) und 33,5% der chronisch erkrankten Patienten (p-Wert <0,00001). Auch das
HLA-B*53-Allel wurde bei Patienten mit ausgeheilter und chronischer HDV-Infektion haufiger
beobachtet als in der deutschen Bevolkerung: bei 10,1% der ausgeheilten Patienten (p-Wert
<0,00001) und bei 2,6% der chronisch Erkrankten (p-Wert 0,013), wahrend in der deutschen

Bevolkerung nur 0,7% dieses Allel tragen.
Statistisch signifikant haufiger in der Kohorte von chronisch kranken Patienten kamen Trager

der Allele B*51 (p-Wert <0,00001) und B*52 (p-Wert <0,00001) vor, als in der

Gesamtpopulation in Deutschland.
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Im Gegensatz dazu wurden Trager der HLA-B*07- und HLA-B*44-Allele bei ausgeheilten und
chronisch kranken Patienten statistisch signifikant seltener beobachtet als in der deutschen
Bevolkerung. Der Anteil der HLA-B*07-Trager betrug [in der deutschen Bevodlkerung 24,5%]
bei ausgeheilten Patienten 13% (p-Wert 0,02) bei chronisch Kranken 10,5% (p-Wert
<0,00001). Das HLA-B*44-Allel wurde [in der deutschen Bevdlkerung 23,9%] bei 10,1%
ausgeheilten Patienten (p-Wert 0,0065) und bei 13,6% chronisch Kranken (p-Wert 0,0006)

nachgewiesen.

Diese Unterschiede in der Allelverteilung kénnten durch Migration der mit HDV infizierten
Menschen aus Landern mit hoher HDV-Pravalenz erklart werden, in denen die

entsprechenden Allele anders verteilt sind als in Deutschland.
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3.1. Korrelation zwischen dem HLA-B*27-Allel und einer hoheren Ausheilungsrate der
HDV-Infektion.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob das HLA-B*27-Allel, ahnlich wie bei HCV- und HIV-
Infektionen, mit einer hheren Ausheilungsrate der HDV-Infektion assoziiert ist.

Das HLA-B*-27-Allel wurde bei sechs von 69 ausgeheilten Patienten (8,7 %) und bei zehn
von 191 chronisch kranken Patienten (5,2 %) nachgewiesen. Die Auswertung und der
Vergleich der Haufigkeit der HLA-B*-Allele aller 69 Patienten mit ausgeheilter HDV-Infektion
und 191 Patienten mit chronischer HDV-Infektion (siehe Tabelle 21) ergab keine statistisch
signifikante Assoziation des HLA-B*27-Allels mit einer hdheren HDV-Ausheilungsrate (p-Wert:
0,38).

3.2. Bedeutung der escape-Mutationen in den HLA-B*27 restringierten Epitopen fiir die

Immunantwort.

Da im Gegensatz zu anderen viralen Infektionen wie z.B. HIV keine Korrelation zwischen einer
erhdhten Ausheilungsrate einer HDV-Infektion und dem HLA-B* 27-Allel nachgewiesen
werden konnte, stellte sich die Frage, inwieweit Mutationen in den beiden beschriebenen HLA-
B*27-Epitopen daflr verantwortlich sind, dass eine solche Korrelation nicht auftritt, da diese

Epitope von CD8+ T-Zellen nicht erkannt werden.

Um die Haufigkeit von Escape-Mutationen in den HLA-B*27 restringierten Epitopen des HDV
zu untersuchen, wurden die HLA-B*27-Epitope von 848 Isolaten aus der ,Comprehensive
Hepatitis D Virus Database“ (Usman et al., 2020) in den aa-Positionen 105 und 106 analysiert.
In frheren Studien hat Karimzade die GroRteil der Proben von Patienten mit chronischer
HDV-Infektion bereits untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die aa-Substitutionen an

den Positionen 105 und 106 zu einer Immunevasion flhren (s. Abbildung 13).

Dagegen waren die aa-Substitutionen in den Positionen 100 und 112 fir die Immunantwort
ohne Bedeutung. Insgesamt waren beide HLA-B*27 restringierte Epitope stabil (Karimzadeh
et al., 2018, Karimzadeh et al., 2019). In der ,Comprehensive Hepatitis D Virus Database”
wurde nur eine extrem niedrige Rate von Escape-Mutanten in neun von 848 Isolaten (1%) in
den beiden beschriebenen HLA-B*27 Epitopen gefunden. Zum Vergleich wurde die Rate der
Escape-Mutationen im HLA-B*15-Epitop bestimmt (s. Abbildung 14): 1033 HDV-Isolaten
zeigten 418 Escape-Mutanten im HLA-B*15 restringierten Epitop, das entspricht 40,6%. Die
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Mutationsrate im HLA-B*15-Epitop ist deutlich hoéher als in HLA-B*27-Epitopen. Die Analyse
zeigt, dass die durch das HLA-B*27-Allel restringierten Epitope im Gegensatz zum HLA-B*15-
Epitop sehr stabil sind (1% viral escape vs. 40,6%). Offensichtlich sind Mutationen in HLA-
B*27-Epitopen nicht moéglich, da es die virale Fitness drastisch beeinflusst. Dagegen scheint
eine hohe Mutationsrate des HLA-B*15-Allels ohne Beeintrachtigung der viralen Replikation

Zu sein.

~~~~~~~~~~

L-HDAg 99-108

98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112
E R Q D H R R R K A L E N K K
X X

Abbildung 13: Escape Mutationen in den HLA-B*27 restringierten Epitopen (aa99-108
und aa103-112) bei aa-Substitutionen in den Positionen 105 und 106
In Anlehnung an (Karimzadeh et al., 2018)

R — Arginin, K — Lysin, A — Alanin, L — Leucin, E — Glutaminsaure, N — Asparagin, K — Lysin,
D — Asparaginsaure, H — Histidin, Q — Glutamin

169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179
P S M Q G Vv P E S P F
X

Abbildung 14: Escape Mutationen im HLA-B*15 restringiertem Epitop (aa170-179) bei
aa-Substitutionen in der Position 170

In Anlehnung an (Karimzadeh et al., 2018)

P — Prolin, S — Serin, M — Methionin, Q — Glutamin, G — Glycin, V — Valin, E —
Glutaminsaure, F - Phenylalanin
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3.3. Korrelation zwischen den anderen HLA-B*-Allelen und einer hoheren

Ausheilungsrate der HDV-Infektion.

Es wurde auch untersucht, ob im Gegensatz zum HLA-B*27-Allel eine Korrelation zwischen

anderen HLA-B*-Allelen und einer héheren Ausheilungsrate der HDV-Infektion besteht.

Eine Analyse der Verteilung der HLA-B*-Allele bei ausgeheilten und chronisch erkrankten
Patienten (s. Tabelle 21) ergab, dass das HLA-B*53-Allel bei sieben von 69 Patienten mit
ausgeheilter HDV-Infektion (10,1%) und nur bei funf von 191 Patienten mit chronischer HDV-
Infektion (2,6%) positiv war. Das HLA-B*53-Allel zeigte somit eine statistisch signifikante
Korrelation mit einer hdheren Ausheilungsrate der HDV-Infektion (p-Wert 0.018) (s. Abbildung
12).

3.4. Korrelation zwischen den HLA-B*-Allelen und einer erhohten Rate chronischer
Verlaufe der HDV-Infektion

Es wurde auch untersucht, ob eine Korrelation zwischen HLA-B*-Allelen, fir die ein oder
mehrere HDV-Epitope beschrieben sind, und erhdhter Rate chronischer Verlaufe der HDV-
Infektion existiert. Dies wirde bedeuten, dass Trager bestimmter Allele ein héheres Risiko fur

die Chronifizierung einer HDV-Infektion haben kénnten.

Die Analyse der Allelfrequenz aus der Tabelle 26 ergab, dass das HLA-B*52-Allel bei 16 von
191 Patienten mit chronischer HDV-Infektion (8,4%), aber nur bei einem von 69 Patienten mit
ausgeheilter Infektion (1,4%) nachgewiesen werden konnte; dieser Unterschied war
statistisch signifikant (p-Wert 0.048) (s. Abbildung 12).
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4, Diskussion

Trotz der Verflgbarkeit einer HBV-Impfung stellen HBV- und HDV-Infektionen nach wie vor
ein sehr ernstes Gesundheitsproblem dar. Nach Angaben der WHO sind weltweit ca. 296
Millionen Menschen (Stand 2019) chronisch mit dem HBV infiziert, davon ca. 5% zusatzlich
mit dem HDV. Nur ein kleiner Teil der Patienten (10-20%) ist in der Lage, eine ausreichende
virusspezifische CD8+ T-Zell-Antwort zu generieren und damit die HDV-Infektion zu heilen. In
den letzten Jahren konnten CD4+ und CD8+ T-Zell-Epitope des HDV charakterisiert werden.
Aktuell sind 18 CD8+ T-Zell-Epitope des HDV beschrieben. Kirzlich wurden zwei
Uberlappende HLA-B*27-restringierte CD8+-T-Zell-Epitope, L-HDAg99-108 und L-HDAg103-
112, in der konservierten Region des L-HDAg identifiziert. Eine spezifische CD8+ T-Zell-
Immunantwort gegen beide Epitope wurde bei HLA-B*27-positiven Patienten mit ausgeheilter

HDV-Infektion nachgewiesen. (Karimzadeh et al., 2018, Karimzadeh et al., 2019).

Mehrere Studien haben einen positiven Einfluss des HLA-B*27-Allels auf den Verlauf
bestimmter Virusinfektionen gezeigt. Das HLA-B*27-Allel korreliert mit einer erhdhten
Ausheilungsrate bei HCV-Infektionen. Eine irische Studie an 227 Patientinnen, die durch
kontaminiertes Anti-D-Immunglobulin mit HCV des Genotyps 1b infiziert wurden, zeigte, dass
HLA-B*27-Tragerinnen die HCV-Infektion haufiger ausheilten als HLA-B*27-negative
Personen (McKiernan et al., 2004). Darlber hinaus sind HLA-B*27-Trager als Langzeit-

Nonprogressoren bei HIV-Infektionen bekannt (Goulder et al., 1997).

Basierend auf diesen Studien fir HCV und HIV wurde die Frage gestellt, ob das HLA-B*27-
Allel auch mit einer hdheren Ausheilungsrate der HDV-Infektion assoziiert ist. Um diese
Fragen zu beantworten, wurden Proben von 69 Patienten mit ausgeheilter HDV-
Superinfektion bei weiter persistierender HBV-Infektion und eine Kontrollgruppe aus den
Proben von 191 Patienten mit chronischer HBV/HDV-Superinfektion aus den
Kooperationszentren in der EU, den USA und dem Iran analysiert. Bei allen Patienten wurde
eine HLA-Klasse-I-Typisierung durchgefuhrt. Die Haufigkeit des HLA-B*27-Allels bei

Patienten mit ausgeheilter und chronischer HDV-Infektion wurde verglichen.

Im Gegensatz zu HCV in der irischen Kohorte und HIV gab es keine statistisch signifikante
Korrelation zwischen dem HLA-B*27-Allel und einer hoheren HDV-Ausheilungsrate.
Das HLA-B*-27-Allel wurde bei sechs von 69 ausgeheilten Patienten (8,7 %) und bei zehn von

191 chronisch kranken Patienten (5,2 %) nachgewiesen (p-Wert: 0,38). Die Ursache fir das
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Fehlen dieser Korrelation zwischen dem HLA-B*27-Allel und einer erhdhten Ausheilungsrate
einer HDV-Infektion konnte in einer erhéhten Rate von Escape-Mutationen in den beiden HLA-
B*27-Epitopen liegen. In einem Kollektiv von Patienten mit einer HCV-Infektion konnte ein
solches Immun-Escape nachgewiesen werden: Ziegler et al. untersuchten 216 Frauen mit
chronischer HCV-Infektion und 95 Frauen mit spontan ausgeheilter HCV-Infektion, die in
Ostdeutschland mit HCV-infizierten Anti-D-lImmunglobulinen infiziert worden waren. Im
Gegensatz zur irischen Kohorte wurde keine Korrelation zwischen dem HLA-B*27-Allel und
einer erhdhten HCV-Ausheilungsrate gefunden. Als Ursache wurden in der ostdeutschen
Kohorte aa-Substitutionen im HLA-B*27 restringierten Epitop mit daraus resultierendem

Immunescape und Immunversagen identifiziert. (Ziegler et al., 2013)

Annlich verhalt es sich bei den Patienten mit HIV-Infektion in der Studie von Goulder et al.:
zwei Personen, die zuvor Uber Jahre stabil mit guter Viruskontrolle waren, entwickelten nach
zwolf Jahren ein AIDS-Bild. Die Virussequenzierung zeigte, dass bei diesen Patienten eine
R264K-Escape-Mutation im HLA-B*27-restrigierten Epitop KRWIILGLNK (KK10, Gag 263-
272) aufgetreten war. Diese Mutanten entzogen sich der Erkennung durch CD8+ T-Zellen.
(Goulder et al., 1997)

Es stellte sich die Frage, ob auch bei HDV-Infektion Escape-Mutationen in den HLA-B*27-
Epitopen als Ursache fir das Versagen des Immunsystems in Frage kommen. Karimzadeh et
al. untersuchten den Einfluss von Aminosauresubstitutionen innerhalb der HDV-Epitope. Dazu
wurden 104 Patienten mit chronischer HDV-Infektion HLA-typisiert und die HDV-Genome
sequenziert. Fir die HLA-B*27-Epitope wurden aa-Substitutionen an den Positionen 100, 105
und 106 beobachtet. Es zeigte sich, dass Viren mit aa-Substitutionen an den Positionen 105
und 106 beider HLA-B*27-Epitope der Immunantwort entgehen, wahrend eine aa-Substitution

an Position 100 keinen Einfluss auf die Immunantwort hat. (Karimzadeh et al., 2019)

Daher wurde die Haufigkeit von Escape-Mutationen in den beiden HLA-B*27 restringierten
Epitopen untersucht. Dazu wurden die HLA-B*27 restringierte Epitope von 848 sequenzierten
HDV-Isolaten aus der ,Comprehensive Hepatitis D Virus Database“ analysiert. Escape-
Mutationen wurden nur bei neun von 848 der Viren gefunden (1%), d.h. die HLA-B*27-Epitope
scheinen bei HDV sehr stabil zu sein. Einige Escape-Mutationen konnten die virale
Replikationsfahigkeit dramatisch beeintrachtigen, was die Stabilitdt der HLA-B*27
restringierten Epitopen von HDV erklaren kénnte. Zum Beispiel war das HLA-B*15-Epitop sehr
variabel mit ca. 41% Escape-Mutationen (von 1033 Isolaten wiesen 418 eine aa-Substitution

in Position 170 auf). Somit konnte ein Immunescape in den beiden HLA-B*27 restringierten
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Epitopen als Ursache fur die fehlende Immunantwort bei HDV-Infektion bei den HLA-B*27-

Allel-Tragern in dieser Studie ausgeschlossen werden.

Fir das Ausbleiben einer Immunantwort bei Virusinfektionen wurden verschiedene andere
Ursachen beschrieben. Neumann-Haefelin et al. haben in einer Studie den Beitrag des HLA-
B*27-restringierten Epitops zum naturlichen Verlauf einer HCV-Infektion definiert, indem sie
die biologische Wirkung des hochkonservierten HCV-Genotyp-1-Epitops, flir das die
protektive Rolle des HLA-B*27-Allels beschrieben wurde, mit der entsprechenden Region des
Genotyp-3-Peptids verglichen, die sich in der Sequenz um drei Aminosaurereste
unterscheidet. Das Peptid des Genotyps 3a wurde von CD8+-T-Zellen, die spezifisch fir das
Peptid des Genotyps 1 sind, nicht erkannt. Patienten mit einer akuten oder chronischen
Infektion mit dem HCV-Genotyp 3a zeigten keine T-Zell-Antwort auf diese Epitop-Region.
Neumann-Haefelin et al. fanden eine signifikant héhere Inzidenz von HLA-B*27-Positivitat bei
Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion vom Genotyp 3a im Vergleich zu Patienten mit
einer Infektion vom Genotyp 1, was darauf hindeutet, dass bei einer HCV-Infektion vom
Genotyp 3 kein Schutz durch HLA-B*27-Allel besteht.

Die protektive Wirkung von HLA-B*27-Allel scheint also auf eine Infektion mit HCV-Genotyp 1
beschrankt zu sein und sich nicht auf andere Genotypen wie Genotyp 3a auszudehnen. Die
Haufigkeit der HLA-B*27-Positivitat bei chronisch infizierten Patienten mit Genotyp 1 und 3a
wurde ebenfalls verglichen. Chronisch mit HCV Genotyp 3a Infizierte waren signifikant
haufiger HLA-B*27-Trager als mit Genotyp 1 Infizierte. Dies zeigt, dass die protektive Rolle
von HLA-B27-Allel auf die HCV-Genotyp 1-Infektion beschrankt ist. (Neumann-Haefelin et al.,
2010). Bei den Patienten dieser Studie war eine Virussequenzierung mit Genotypbestimmung
groBtenteils nicht durchflhrbar, so dass die Viruspopulation recht inhomogen gewesen sein
kénnte, was auch erklaren kénnte, warum eine protektive Rolle des HLA-B*27- Allels in dieser

Studie nicht nachgewiesen werden konnte.

Es ist auch moglich, dass das Ausbleiben einer Immunantwort bei einer HDV-Infektion
wirtsspezifische Ursachen hat, z. B. kdnnte der HLA-Klasse-I-Subtyp eine Rolle spielen. Es
wurde beschrieben, dass das HCV-Epitop NS5B 2820 nur durch den Subtyp HLA-B*27:02
(der in mediterranen Populationen haufig vorkommt), nicht aber durch den Subtyp HLA-
B*27:05 eingeschrankt wird. Dieser Befund deutet auf eine wichtige Rolle der HLA-Subtypen
bei der Einschrankung der HCV-spezifischen CD8+-Antwort hin. (Nitschke et al., 2014) In
unserer Studie wurde die HLA-Klasse-I-Typisierung nicht in allen kooperierenden Zentren bis
zum Subtyp durchgefiihrt, so dass diese Ursache weder bestatigt noch widerlegt werden

kann.
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Es ist auch mdglich, dass immunologische Faktoren wie die Diversitat der T-Zell-Rezeptoren
zur Escape von CD8+ T-Zellen beitragen. Die Aminosaurendiversitat innerhalb der
Antigenerkennungsstelle CDR3 des T-Zell-Rezeptors kdnnte einen direkten Einfluss auf die
Evolution von Escape-Mutationen innerhalb viraler Epitope haben und somit ein
entscheidender Faktor fir den Ausgang viraler Infektionen wie HCV sein, bei denen virale
Escape-Mutationen zur Immunevasion beitragen. (Meyer-Olson et al., 2004). Dieser Faktor

muss fir HDV noch untersucht werden.

Ein Mangel an ausreichender CD4+ T-Zell-Hilfe kann dazu beitragen, dass Viren einer CD8+
T-Zell-Antwort entgehen (Grakoui et al., 2003). Dies wurde im Schimpansenmodell gezeigt,
in dem eine unvollstandige Kontrolle der HCV-Replikation durch Gedachtnis-CD8+-T-Zellen
in Abwesenheit einer adaquaten CD4+-T-Zell-Hilfe auftrat und mit dem Auftreten von viralen
Escape-Mutationen assoziiert war. In Abwesenheit von CD4+ T-Zellen waren CD8+ T-Zellen
nicht in der Lage, die Entstehung von HCV-Mutationen zu verhindern, was zu einer Anhaufung
von Escape-Mutationen flihrte. (Grakoui et al., 2003). Wichtig ist, dass die Antikorper-
vermittelte Depletion von CD4+ T-Zellen im Schimpansenmodell zu abgeschwachten HCV-
spezifischen CD8+ T-Zellantworten und zur Selektion von viralen Escape-Mutationen fihrt.
Dies deutet darauf hin, dass das Fehlen von CD4+ T-Zell-Unterstitzung ein Schllsselfaktor
sein konnte, der zu viralem Escape flhrt (Grakoui et al., 2003, Schulze zur Wiesch et al.,
2012). Bei HDV muss die CD4*-T-Zell-Unterstitzung noch untersucht werden.

Eine Ursache fur das Immunversagen bei HDV kdnnte auch ein Mangel an CD8+ T-Zellen
sein. CD8+ T-Zellen werden gelegentlich bei persistierend mit HCV infizierten Menschen und
Schimpansen nachgewiesen, aber ihnen fehlt moglicherweise eine adaquate Effektorfunktion
(Lechner et al., 2000a, Lechner et al., 2000b, Gruener et al., 2001, Thimme et al., 2001, Urbani
et al., 2002, Wedemeyer et al., 2002), sie zielen auf ein begrenztes Repertoire viraler Epitope
(Cooper et al., 1999, Lechner et al., 2000b) und selektieren schnell Viren, die MHC Klasse-I-

Escape-Mutationen enthalten (Weiner et al., 1995, Erickson et al., 2001).

Reifungsdefekte oder funktionelle Beeintrachtigungen antigenspezifischer zytotoxische T-
Lymphozyten (CTL)-Antworten wurden von mehreren Forschern beobachtet und gelten als
mogliche Ursachen fir die virale Persistenz trotz messbarer T-Zell-Antworten bei HCV (Appay
et al., 2002, Wedemeyer et al., 2002, Crispe, 2003, Willberg et al., 2003).

Eine weitere Ursache koénnten Polymorphismen in der Antigenprozessierungs-

/Prasentationsmaschinerie wie Aminopeptidase 1 des ER (Typ-1-Tumor-Nekrose-Faktor-
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Rezeptor-Shedding-Aminopeptidase-Regulator  [ERAP1]) sein. ERAP1 st eine
Aminopeptidase des endoplasmatischen Retikulums, die an der Epitop-Trimmung von
Peptiden beteiligt ist, bevor diese auf das HLA-Klasse-I-Molekul geladen werden. ERAP1
spielt eine Schlisselrolle bei der Antigenprasentation. Genetische Varianten von ERAP1 (die
zu unterschiedlichen Allotypen flhren) sind mit bestimmten autoinflammatorischen
Erkrankungen wie Morbus Bechterew und Morbus Behcget assoziiert. ERAP1-Allotypen
modifizieren das virusspezifische CD8 + T-Zell-Epitop-Repertoire in vivo, was zu veranderten
Immundominanzmustern fuhrt, die zum Versagen der antiviralen Immunitdt nach HCV-
Infektion beitragen kénnen. (Kemming et al., 2019). Weitere Untersuchungen zu HDV sind

erforderlich.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie keine statistisch signifikante Korrelation zwischen
dem HLA-B*27-Allel und einer héheren Ausheilungsrate einer HDV-Infektion nachgewiesen
werden. Ein Virusmutation konnte als Ursache des Immunversagens nicht nachgewiesen
werden. Andere mdgliche Ursachen eines Immunversagens, die fur andere virale Infektionen

wie z.B. HCV beschrieben wurden, konnten in dieser Studie nicht gepruift werden.

Es wurde auch untersucht, ob andere HLA-B*-Allele mdglicherweise mit einer héheren
Ausheilungsrate der HDV-Infektion korrelieren. Eine Analyse der Verteilung der HLA-B*-Allele
bei ausgeheilten und chronisch erkrankten Patienten ergab, dass das HLA-B*53-Allel bei
sieben von 69 Patienten mit ausgeheilter HDV-Infektion (10,1%) und nur bei finf von 191
Patienten mit chronischer HDV-Infektion (2,6%) positiv war. Das HLA-B*53-Allel zeigte somit
eine statistisch signifikante Korrelation mit einer hdheren Ausheilungsrate der HDV-Infektion
(p-Wert 0.018). Fur das HLA-B*53-Allel wurde bereits ein protektiver Effekt gegen HIV-
Infektion bei perinatal exponierten Sauglingen nachgewiesen (Mekue et al., 2019). Das HLA-
B*53-Allel war in Uganda jedoch mit einem erhdhten Risiko fir P. falciparum-Parasitamie

assoziiert (Digitale et al., 2021).

AbschlieRend wurde untersucht, ob bestimmte HLA-B*-Allele mit einer héheren Rate an
chronischen HDV-Infektionen assoziiert sind. Die Analyse ergab, dass das HLA-B*52-Allel
bei 16 von 191 Patienten mit chronischer HDV-Infektion (8,4%), aber nur bei einem von 69
Patienten mit ausgeheilter Infektion (1,4%) nachgewiesen werden konnte; dieser Unterschied
war statistisch signifikant (p-Wert 0.048). Das HLA-B*52-Allel ist bekanntermaf3en mit Morbus
Behcet (Arber et al., 1991), Takayasu-Arteriitis (Sahin et al., 2012) und Colitis ulcerosa
(Takahashi et al., 2011, Horai et al., 2011) assoziiert. In anderen Studien wurde eine protektive
Rolle dieses Allels gezeigt: Es wurde ein Schutz vor HIV-Progression (Tsai et al., 2020,
Teixeira et al., 2014, Chikata et al., 2017, El Kenz et al., 2023) sowie ein protektiver Effekt
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gegen Lungentuberkulose (Vijaya Lakshmi et al., 2006) zugeschrieben. Es ist mdglich, dass
im HLA-B*52 restringierten Epitop besonders haufig Escape- Mutationen auftreten, die zur
Immunevasion fuhren. Bisher ist jedoch nicht bekannt, ob es in diesem Epitop tberhaupt
Escape-Mutationen gibt und wenn ja, welche Aminosaure im Epitop substituiert werden
mussen, damit Escape-Mutanten entstehen, so dass eine Analyse der Haufigkeit von Escape-

Mutationen nicht méglich war. Hier sind weitere Untersuchungen erforderlich.

Weitere Studien sind erforderlich, um die Bedeutung des HLA-B*52 und B*53-Allele fiir den

Ausgang anderer viraler Infektionen zu untersuchen.
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Tabelle Anlage 1: Ergebnisse der HLA-Typisierung der Patienten mit der ausgeheilten
HDV-Infektion

Zentrum Nummer HLA-B*-Allele
1 Hannover H03/9291 B*15 B*35
2 HO04/7783 B*13 B*35
3 HO5/7784 B*49 B*50
4 H09/9144 B*27 B*44
5 H10/9713 B*14 B*44
6 H14/9292 B*08 B*51
7 H24/10185 | B*07 B*18
8 H27/8126 B*07 B*08
9 H28/9193 B*35 B*55
10 H36/12754 | B*27 B*50
11 H39/9191 B*08 -
12 Leberzentrum

Munchen 03 B*07 B*35
13 Heidelberg HD-01 B*40 B*40
14 HD-03 B*51 B*58
15 HD-05 B*27 B*35
16 HD-06 B*35 B*54
17 Barcelona VH7 B*07 B*39
18 VH9 B*07 B*57
19 VH11 B*07 B*18
20 VH13 B*35 B*57
21 VH18 B*35 B*53
22 VH26 B*44 B*48
23 VH27 B*07 B*15
24 VH28 B*51 B*53
25 VH29 B*07 B*53
26 VH64 B*44 B*51
27 VH72 B*08 B*51
28 VH73 B*14 B*49
29 VH84 B*27 B*35
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30 VH88 B*18 B*41
31 VH95 B*47 B*53
32 VH111 B*08 B*42
33 VH132 B*39 B*57
34 VH143 B*35 B*44
35 VH155 B*35 B*35
36 Hamburg HH-11-056 | B*35 B*51
37 HH-15-005 | B*07 B*38
38 HH-15-016 | B*35 B*57
39 HH-15-046 | B*08 B*51
40 HH-15-059 | B*53 B*57
41 HH-15-075 | B*18 -

42 HH-16-004 | B*38 B*55
43 HH-16-010 | B*35 B*51
44 HH-16-021 | B*18 B*35
45 HH-16-090 | B*40 B*41
46 HH-16-117 | B*44 B*51
47 HH-18-100 | B*18 B*35
48 HH-19-007 | B*15 B*42
49 HH-19-057 | B*14 B*41
50 Dusseldorf 42236 B*27 B*51
51 15867 B*13 B*40
52 4566 B*18 B*38
53 45870 B*51 B*51
54 40235 B*13 B*58
55 38481 B*18 B*35
56 10999 B*40 B*57
57 10682 B*18 B*35
58 7947 B*35 B*57
59 7003 B*15 B*53
60 TUM 1 B*46 B*57
61 2 B*35 B*45
62 3 B*27 B*49
63 4 B*08 B*49
64 5 B*35 B*44
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65 6 B*38 -

66 7 B*15 B*51
67 8 B*53 B*58
68 9 B*39 B*52
69 Regensburg 51707231 B*45 B*45

Tabelle Anlage 2: Ergebnisse der HLA-Typisierung der Patienten mit der chronischen
HDV-Infektion

Zentrum Nummer HLA-B*-Allele
1 Hannover* HO6 B*13 B*51
2 H13 B*07 B*15
3 H15 B*40 B*40
4 H16 B*07 B*51
5 H17 B*13 B*51
6 H20 B*27 B*52
7 H21 B*07 B*18
8 H23 B*41 B*44
9 H25 B*35 B*38
10 H33 B*35 B*51
11 H34 B*35 B*44
12 H35 B*18 B*39
13 H37 B*40 B*57
14 H38 B*39 B*51
15 H40 B*08 B*44
16 H41 B*35 B*51
17 H42 B*35 B*51
18 Hamburg HH-13-021 | B*07 B*51
19 HH-14-009 | B*15 B*51
20 HH-15-001 | B*07 B*51
21 HH-15-037 | B*35 B*54
22 HH-15-048 | B*35 B*51
23 HH-15-055 | B*35 B*44
24 HH-15-056 | B*15 B*47
25 HH-15-103 | B*07 B*51
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26 HH-16-081 | B*27 B*44
27 HH-17-058 | B*13 B*44
28 HH-17-063 | B*35 B*57
29 HH-17-074 | B*15 B*51
30 HH-17-125 | B*07 B*35
31 HH-18-011 | B*08 B*35
32 HH-18-115 | B*51 -

33 HH-19-107 | B*37 B*50
34 Barcelona* VH1 B*08 B*39
35 VH2 B*14 B*41
36 VH3 B*35 B*44
37 VH4 B*13 B*44
38 VH5 B*15 B*53
39 VH6 B*35 B*40
40 VH8 B*35 B*37
41 VH10 B*08 B*08
42 VH12 B*15 B*40
43 VH14 B*18 B*27
44 VH15 B*52 B*52
45 VH16 B*37 B*52
46 VH17 B*40 B*52
47 VH19 B*35 B*44
48 VH20 B*08 B*14
49 VH21 B*15 B*58
50 VHB-70 B*08 B*35
51 VHB-74 B*18 B*27
52 VHB-76 B*35 B*44
53 VHB-77 B*44 B*53
54 VHB-87 B*15 B*42
55 VHB-110 B*07 B*35
56 VHB-147 B*15 B*37
57 VH23 B*52 B*56
58 VH24 B*51 B*54
59 VH25 B*08 B*35
60 Essen* EO01 B*15 B*57
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61 E02 B*35 B*62
62 EO3 B*07 B*08
63 E04 B*35 -

64 EO6 B*18 B*50
65 EO7 B*44 B*51
66 EO08 B*35 B*52
67 EO9 B*14 B*35
68 E10 B*41 B*51
69 E11 B*15 -

70 E12 B*35 B*58
71 E13 B*08 B*35
72 E14 B*55 B*60
73 E15 B*38 B*51
74 E16 B*51 B*55
75 E17 B*35 B*51
76 E18 B*35 B*51
77 E19 B*18 B*35
78 E20 B*18 B*41
79 E21 B*50 B*52
80 E23 B*35 B*51
81 E24 B*18 B*35
82 E26 B*18 B*51
83 E27 B*13 B*38
84 E28 B*38 B*51
85 E29 B*07 B*40
86 E30 B*15 B*44
87 E31 B*35 B*40
88 E32 B*52 B*57
89 E33 B*18 B*51
90 E34 B*14 -

91 E36 B*44 -

92 E38 B*15 B*52
93 Turin* 1t01 B*13 B*35
94 [t02 B*35 B*52
95 1t03 B*44 B*57
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96 [t04 B*18 B*50
97 [t05 B*18 B*37
98 1t06 B*27 B*57
99 1t07 B*07 B*44
100 [t08 B*18 B*58
101 [t09 B*35 B*37
102 1t10 B*35 B*37
103 1t11 B*35 -

104 1t12 B*13 B*50
105 1t13 B*35 B*39
106 1t14 B*42 B*49
107 It16 B*49 B*51
108 1t17 B*08 B*15
109 1t20 B*50 B*51
110 | Tehran® T02 B*44 B*57
111 T03 B*35 B*38
112 T04 B*35 B*49
113 T05 B*35 B*38
114 TO07 B*35 B*51
115 T08 B*52 -

116 T10 B*40 B*50
117 T11 B*35 B*50
118 T12 B*14 B*35
119 T15 B*49 B*51
120 T16 B*44 B*51
121 | LMU 294 B*07 B*40
122 437 B*35 B*40
123 645 B*07 B*18
124 719 B*13 B*51
125 723 B*13 B*18
126 726 B*08 B*44
127 782 B*35 B*51
128 909 B*13 B*35
129 1313 B*15 B*35
130 1704 B*35 B*40
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131 2094 B*41 B*57
132 3072 B*35 B*45
133 3132 B*27 B*45
134 3296 B*13 B*w4
135 3907 B*51 -

136 4212 B*15 B*40
137 4449 B*40 B*44
138 4462 B*08 B*35
139 6134 B*13 B*39
140 6237 B*07 B*35
141 6242 B*27 B*35
142 6244 B*08 -

143 6253 B*48 B*52
144 6447 B*35 B*39
145 6522 B*15 B*40
146 7127 B*15 B*52
147 7221 B*13 B*15
148 7483 B*08 B*35
149 7588 B*15 B*53
150 7589 B*08 B*13
151 7615 B*07 B*44
152 7899 B*07 B*56
153 7999 B*40 B*55
154 8217 B*45 B*49
155 8690 B*13 B*27
156 8811 B*08 B*15
157 8974 B*42 B*53
158 9175 B*14 B*57
159 9214 B*35 B*44
160 9279 B*50 B*51

161 9302 B*07 B*51

162 9342 B*13 B*45
163 9346 B*08 B*13
164 | USA 1 B*35 B*44
165 2 B*39 B*52
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166 3 B*13 B*54
167 4 B*27 B*35
168 5 B*15 B*15
169 6 B*13 B*48
170 7 B*44 B*44
171 8 B*15 B*51
172 9 B*15 B*18
173 10 B*27 B*40
174 11 B*51 B*51
175 12 B*18 B*40
176 13 B*13 B*49
177 14 B*44 B*50
178 15 B*15 B*40
179 16 B*35 B*51
180 17 B*07 B*51
181 18 B*51 B*58
182 19 B*07 B*15
183 20 B*51 B*54
184 21 B*07 B*35
185 22 B*18 B*51
186 23 B*18 B*52
187 24 B*35 B*71
188 25 B*35 B*53
189 26 B*13 B*35
190 27 B*18 B*35
191 28 B*35 B*57
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Anlage 3: QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit Handbuch 06/2012

Protokoll: Isolierung und Reinigung genomischer DNA aus
Blutproben mit einer Mikrozentrifuge (Spin-Protokoll)

Zur Isolierung und Reinigung genomischer DNA aus 200 ul mit EDTA oder
Citrat behandelten Vollblutproben mithilfe einer Mikrozentrifuge.

Wichtige Hinweise vor Praparationsbeginn

B Die folgenden Anweisungen zur Durchfihrung des Protokolls beziehen sich
auf die Verarbeitung einer einzelnen Blutprobe. Es kénnen jedoch mehrere
Proben gleichzeitig verarbeitet werden; die Anzahl héngt von der Kapazitat
der verwendeten Mikrozentrifuge ab.

Vor Protokollbeginn durchzufihrende Arbeiten

B Aquilibrieren Sie die Blutproben auf Raumtemperatur (15-25 °C) und
vergewissern Sie sich, dass sie gut durchmischt sind.

B Falls sich im Lysepuffer (AL) ein Niederschlag gebildet hat, 16sen Sie diesen
durch Erwérmen auf 56 °C auf.

B Vergewissern Sie sich, dass Waschpuffer 1 (AW1), Waschpuffer 2 (AW2)
und die QIAGEN Protease (QP) gemaf den Anweisungen im Abschnitt
.Vorbereitung der Reagenzien und Puffer” auf den Seiten 14 und 15
vorbereitet wurden.

B Aquilibrieren Sie den for Schritt 15 benétigten Elutionspuffer (AE) auf
Raumtemperatur (15-25 °C).

Temperieren Sie fur Schritt 4 einen Heizblock auf 56 °C.

Bei der Qualitatskontrolle von QIAGEN wird jede Kit-Charge vor der Frei-
gabe einer Funktionsiberprifung unterzogen. Mischen Sie daher nicht
Reagenzien verschiedener Kit-Chargen miteinander und kombinieren Sie
auch nicht einzelne Reagenzien aus unterschiedlichen Reagenzien-
Chargen.

Durchfihrung
1. Pipettieren Sie 20 ul QIAGEN Protease (QP) in ein Lyseréhrchen (LT).

@ Uberprifen Sie vor Gebrauch das Verfallsdatum der gelésten Protease.

2. Geben Sie 200 pl Blutprobe in ein Lyseréhrchen (LT).

3. Pipettieren Sie 200 pl Lysepuffer (AL) hinzu, verschlieBen Sie den
Deckel und mischen Sie durch Schutteln for 15 Sekunden auf einem
Vortex-Mischer.
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Um eine effiziente Lyse sicherzustellen, ist es besonders wichtig, Probe und
Lysepuffer (AL) sofort und grindlich zu mischen, bis eine homogene Lésung
vorliegt.

G)Achfen Sie wegen der hohen Viskositét des Lysepuffers (AL) besonders auf
eine korrekte Dosierung des Lysepuffers (AL), indem Sie sorgfdltig pipet-
tieren oder eine entsprechend geeignete Pipette verwenden.

@ Geben Sie die QIAGEN Protease (QP) nicht direkt in den Lysepuffer (AL).

4. Inkubieren Sie fUr 10 Minuten (= 1 Minute) bei 56 °C (= 1 °C).

5. Zentrifugieren Sie das Lyseréhrchen (LT) kurz (ca. 5 Sekunden) bei
maximaler Drehzahl, um Trépfchen aus dem Deckelinneren mit der
Ubrigen FlUssigkeit zu vereinigen und Kreuzkontaminationen zu
vermeiden.

6. Geben Sie 200 ul Ethanol (96-100 %) in das Lyseréhrchen (LT),
schlieBen Sie den Deckel und mischen Sie grundlich fur
= 15 Sekunden auf einem Vortex-Laborschuttler.

7. Zentrifugieren Sie das Lyseréhrchen (LT) kurz (ca. 5 Sekunden) bei
maximaler Drehzahl, um Trépfchen aus dem Deckelinneren mit der
Ubrigen FlUssigkeit zu vereinigen und Kreuzkontaminationen zu
vermeiden.

8. Geben Sie das gesamte Lysat aus Schritt 7 vorsichtig — ohne den
oberen Rand zu benetzen - in die QlAamp Mini-Spinsdule.
Vermeiden Sie es, die Membran in der QIAamp Mini-Spinsdule mit
der Pipettenspitze zu beriUhren.

@ Bei der gleichzeitigen Verarbeitung mehrerer Proben empfehlen wir, immer
nur ein Lyseréhrchen (LT) zu ffnen.

9. SchlieBen Sie den Deckel der QlIAamp Mini-Spinsdule und zentrifu-
gieren Sie fur 1 Minute bei ca. 6000 x g. Setzen Sie anschlieBend die
QIAamp Mini-Spinsaule in ein sauberes Waschréhrchen (WT) und
verwerfen Sie das benutzte R6hrchen mitsamt Filtrat.

@ Falls das Lysat nach der Zentrifugation bei 6000 x g (8000 UpM) die Mem-
bran nicht vollstandig passiert hat, zentrifugieren Sie noch einmal fur
1 Minute bei maximaler Drehzahl (bis zu 20.800 x g).

®So||fe das Lysat nach dieser erneuten Zentrifugation immer noch nicht die
Membran passiert haben, verwerfen Sie die Probe und wiederholen Sie das
Isolierungs- und Reinigungsprotokoll mit einer neuen Probe beginnend bei
Schritt 1 auf Seite 23.

10. Offnen Sie die QlAamp Mini-Spinséule vorsichtig und geben Sie
500 pl Waschpuffer 1 (AW1) hinein, ohne den oberen Rand zu
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benetzen. Vermeiden Sie es, die Membran in der QlAamp Mini-
Spinsdule mit der Pipettenspitze zu beriGhren.

11. SchlieBen Sie den Deckel der QlAamp Mini-Spinséule und zentrifu-
gieren Sie fir 1 Minute bei ca. 6000 x g. Setzen Sie anschlieBend die
QIAamp Mini-Spinsdule in ein sauberes Waschréhrchen (WT) und
verwerfen Sie das benutzte R6hrchen mitsamt Filtrat.

12. Offnen Sie die QIAamp Mini-Spinséule vorsichtig und geben Sie
500 pl Waschpuffer 2 (AW2) hinein, ohne den oberen Rand zu
benetzen. Vermeiden Sie es, die Membran in der QlAamp Mini-
Spinsdule mit der Pipettenspitze zu berGhren.

13. SchlieBen Sie den Deckel der QlAamp Mini-Spinséule und zentrifu-
gieren Sie fir 1 Minute bei maximaler Drehzahl (ca. 20.000 x g bzw.
14.000 UpM). Setzen Sie anschlieBend die QIAamp Mini-Spinsdule in
ein sauberes Waschréhrchen (WT) und verwerfen Sie das benutzte
Réhrchen mitsamt Filtrat.

14. Zentrifugieren Sie fur 3 Minuten bei maximaler Drehzahl (ca.
20.000 x g bzw. 14.000 UpM), um die Membran vollsténdig zu
trocknen.

@ Das Auslassen des Zentrifugationsschritts zur Trocknung der Membran kann
zu einer Beeintrachtigung des nachfolgenden Tests fGhren.

15. Setzen Sie anschlieBend die QlAamp Mini-Spinsdule in ein sauberes
Elutionsréhrchen (ET) und verwerfen Sie das benutzte Waschréhr-
chen (WT) mitsamt Filtrat. Offnen Sie vorsichtig den Deckel der
QIAamp Mini-Spinsdule und tragen Sie 50 bis 200 ul Elutionspuffer
(AE) auf die Mitte der Membran auf. SchlieBen Sie den Deckel und
inkubieren Sie fUr 1 Minute bei Raumtemperatur (15-25 °C). Zentri-
fugieren Sie fir 1 Minute bei ca. 6000 x g (8000 UpM), um die DNA
zu eluieren.
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